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Uber den Cholingehalt 
bzw. Acetylcholingehalt tierischer Gewebe. 


Von 


Erich Strack, Ernst Neubaur und Heinrich GeiBendérfer. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1933.) 


In einer Reihe von Arbeiten iiber Cholin- bzw. Acetylcholin*) 
in Geweben wurde nicht nur ein sehr unterschiedlicher Gehalt 
bei verschiedenen Geweben — 1 kg Leber 720 mg’), menschlicher 
cravider Uterus nichts?) — gefunden, sondern auch bei dem 
gleichen Gewebe, ohne daB ein Grund hierfiir ersichtlich war. 
Da nun in letzter Zeit dem Vorkommen dieser Stoffe auch im 
physiologischen Geschehen Bedeutung beigemessen wird, erscheint 
es wichtig, den tatsichlichen Gehalt des funktionstiichtigen Ge- 
webes an ihnen zu ermitteln, insbesondere um ermessen zu kinnen, 
ob Abweichungen von diesen Grundwerten im Kérper Wirkungen 
auslisen kénnen. 

Das Cholin kommt ja als Baustein der Phosphatide in jeder 
Zelle vor. Es laBt sich aber in dieser Bindung nur nach ener- 
gischer Hydrolyse als solches nachweisen. Was man daher mit 
den iiblichen Verfahren bestimmt, mu im Gewebe frei oder doch 
in 80 lockerer Bindung vorgelegen haben, daB der Arbeitsgang es 
trotz seiner sehr milden Bedingungen freigemacht hat. Anderer- 
seits kann es sein, daB das lebende Gewebe selbst feste Bindungen 
schnell — nach der Tétung — ldst, weil die Fermente in der 
absterbenden Zelle ungehemmt wirken. Dadurch werden uns viel 
zu groBe Cholinmengen als frei vorgetiuscht. Der ermittelte Cholin- 
gehalt eines Gewebes setzt sich also einmal aus dem physiologischen 
Gehalt und zweitens aus dem Zuwachs oder Verlust bei der Ver- 
arbeitung zusammen. Die Einwirkung des Gewebes und die Hinfliisse 


*) Falls im Gewebe an Stelle des freien Cholins Acetylcholin vorliegt, 
erfassen wir es mit unserem Verfahren als Cholin. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX. 15 
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der chemischen Aufarbeitung beachteten wir und kommen dadurch 
zu einer ganz anderen Auffassung iiber den Gehalt der Gewebhe 
an freiem Cholin als bisher. 

Von dem Augenblick an, in dem die Blutzufuhr zu dem 
Grewebe aufhért, kann eine unphysiologische Neubildung yon 
treiem Cholin eintreten. Wir liefien daher Lebergewebe verschieden 
lange Zeit liegen, ehe wir es kochten und damit fixierten. Die 
Angaben unten bedeuten die Zeiten vom Ausbluten bis zum Be- 
ginn des Kochens. Je schneller wir das Gewebe herausgenommen, 
zerkleinert und gekocht haben, um so mehr werden wir uns auch 
dem physiologischen Zustand genihert haben. Wir brauchten 
dazu bei Hundelebern 3—5 Minuten, bei Rinderlebern 10—15 Mi- 
nuten. Wir konnten dabei in einigen Fallen freies Cholin iiber- 
haupt nicht mehr nachweisen, in anderen fanden wir wechselnde, 
aber stets nur geringe Mengen Cholin, die sicherlich auch schon 
unphysiologisch entstanden sind. Denn arbeiteten wir langsamer, 
so wuchs der Cholingehalt immer mehr an, und wir erreichten, 
nachdem das Gewebe 5 Stunden bei 37° gelagert hatte, fast die 
héchsten im Schrifttum bekannten Werte. Und bei 4 in stiind- 
lichen Abstinden untersuchten Lebern wuchs das freie Cholin 
besonders rasch in der ersten Stunde an, wihrend es zwischen 
der 1. und 4. Stunde nur wenig und erst danach wieder vermehrt 
zunahm. Diese ungleichmiBige Zunahme deutet daraufhin, dab es 
entweder hierbei aus verschiedenen Muttersubstanzen frei wird, 
oder daB der eine Teil der Phosphatide fiir die Esterase sofort 
angreifbar ist, wahrend ein weiterer es erst durch die stark ein- 
setzende Autolyse wird. 

Wir nehmen daher an, daB die normale tatige Leber 
freies Cholin in meBbarer Menge nicht enthalt, oder 
jedenfalls nicht zu enthalten braucht und daf die friiher gefundenen 
Mengen zum Teil erst wihrend des Absterbens frei geworden 
sind.*) Bemerkenswert ist aber auch weiterhin, daB bei Lebern 
von verschiedenen Tieren derselben Art, trotz gleicher Arbeits- 
bedingungen, der Cholingehalt wechselt. Das kann mancherlei 
Ursache haben — Ernihrung, Alter, Tétungsart, Krankheit usw. Wir 
fiihren es allgemein auf den wechselnden Gehalt an Phosphatiden 


*) Nach Abschlu8 unserer fast 3 jihrigen Untersuchungen erschien 
eine Arbeit von G. Kahlson, der in der Klin. Wschr. 12, 1015 eine ‘ibn- 
liche Beobachtung am Darm beschreibt, allerdings unter anderen Voraus- 
setzungen. Wir werden darauf in der nachfolgenden Mitteilung niher ein- 


gehen. 
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und tiitigen Fermenten zuriick. Dafiir spricht, daB einem hohen 
Zuwachswert nach laingerem Lagern hiufig ein verhiltnismiBig 
hoher Anfangswert zukommt. — Ernihrung und Alter der Tiere 
allein spielen jedenfalls keine bedeutsame Rolle, wie aus einigen 
unserer Versuche hervorgeht. Mit bakterieller Zersetzung lassen 
sich unsere Befunde nicht deuten, obgleich wir nicht streng steril 
gearbeitet haben. Leberstiicke, die 5 Stunden gelagert hatten, 
sahen unzersetzt aus, und ebenso ergab eine Leber, die 12 Stunden 
nach der Tétung der Bauchhoéhle steril entnommen worden war, 
auch einen hohen Cholingehalt. 

Cholin, das einmal frei vorliegt, wird durch Lebergewebe 
selbst bei unseren Arbeitsbedingungen nicht zerstért; der eine von 
uns (Neubaur)’) hat dies vor kurzem auch noch fiir weitere 
Gewebe gezeigt. 

Die chemischen Aufarbeitungen beeinflussen die Menge des 
freien Cholins verschieden. Wir fixieren und enteiweifen durch 
Kochen, dampfen im Vakuum ein und nehmen in Alkohol auf, 
aus dem das Cholin mit Sublimat gefillt wird. Dieses Doppelsalz 
wird schlieBlich zersetzt und das Cholin mit Goldchlorid gefallt. 
Wir verlieren dabei, wie wir durch Vergleichsversuche ermittelten, 
absolut etwa 8—9 mg Cholinchlorid, wobei aber 6—7 mg allein 
schon durch die Goldfillung verloren werden. Unser Verfahren 
kénnen wir also als praktisch verlustfrei ansprechen, wenn wir 
von gréBeren Gewebsmengen (500—1000 g) ausgehen. Fiir manche 
andere Verfahren gilt das aber nicht, wie Neubaur’) gezeigt hat. 
Betriichtliche Verluste entstehen insbesondere bei der Extraktion 
mit Alkohol. 

Kine andere wichtige Frage ist, wie weit durch unseren 
Arbeitsgang selbst Cholin freigemacht wird. Die Frage ist experi- 
mentell schwer zu entscheiden. Vergleichsversuche mit Lecithinen usw. 
sind nicht stichhaltig, da wir den Gehalt und den Zustand der 
Cholin liefernden Stofte in der Leber nicht kennen. Sicher ent- 
stehen wohl kleine Mengen z. B. beim Kochen. Denn i&hnlich 
wie beim Alkohol fanden wir auch hier schlechte Zerkleinerung 
des Gewebes, also langsames Eindringen der Wirme, sehr nach- 
teilig. Aber der Zuwachs ist nur gering und kann keinesfalls 
gréBer sein als die Summe aus Arbeitsverlust und Wert bei so- 
fortiger Verarbeitung. Nur bei kleinen Gewebsmengen filscht dies 
das Ergebnis. 

Kin anderer Fehler, der bei einer Reihe von Arbeiten des 
Schrifttums auch nicht beachtet worden ist, kann dadurch entstehen, 
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da8B man nach der Fallung des Cholins mit Sublimat bei stark 
saurer Reaktion arbeitete, in der Annahme, daB keinerlei Stoffe 
mehr vorhanden sind, aus denen freies Cholin entstehen kann, 
Bei einigen Bestimmungen gewannen wir nach der ersten Gold- 
fillung beim Eindunsten der klaren salzsauren Mutterlauge weitere 
Fraktionen an Cholin, die die erste um das Vielfache iibertrafen, 
Es muBte sich also bis in die letzten 3—4 ccm Wasser trotz des 
komplizierten Ganges (Kochen — Alkohol — Sublimat — Wasser — 
Alkohol — Wasser — Goldchlorid) ein Stoff hindurchgeschlichen 
haben, der uns nach Verseifung noch bis zu 300 mg Cholinchlorid 
pro kg Leber geliefert hat, und den wir auch in einigen anderen 
Organen als fehlerhafte Cholinquelle gefunden haben. Erst nachdem 
wir lackmussauer arbeiteten unterblieb diese Nachbildung von neuem 
Cholin, allerdings fiel dann der cholinliefernde Stoff stérend als 
schmieriges schwer lésliches Goldkomplexsalz aus. Er enthiilt: 
Amino-N : Cholin-N : Gesamt-N: Phosphor ungefihr 1:1:2:1 und 
von diesen Elementen fiir das Gesamtgewicht soviel, wie einem 
Sphingomyelin von etwa 800 Mol.-Gew. entspricht.*) Dieses wasser- 
lésliche Sphingomyelin wird bei unserem Verfahren nicht regel- 
miBig und vollstindig erfaBt, so daB wir nicht sicher sagen kinnen, 
daB es die Vorstufe des freien Cholins ist, aus der in der Leber beim 
Lagern neues entsteht. DaB es eine der Vorstufen ist, dafiir spricht, 
da8 sofort aufgearbeitete Leber mehr davon enthilt als gelagerte. 

Um einen nachteiligen Einflu8 des Kochens zu vermeiden, 
wird hiufig mit Alkohol fixiert. Auch wir versuchten es. Jedocli 
ist die iibliche Art unbrauchbar. Denn der Alkohol dringt nur 
langsam in das Gewebe ein und hemmt die Stoffe, die Cholin 
frei machen, nicht sofort und um so schlechter, in je gréberen 
Stiicken das Gewebe eingelegt wird. Erst als wir das Gewebe gut 
zerkleinerten und es sofort mit der doppelten Menge Alkohol 
eine Zeitlang kriftig durchschiittelten, stimmten die Werte mit 
unseren anderen iiberein. Bei dieser Anordnung wird dann Cholin 
spiiter nicht mehr nachgebildet. Der Alkohol selbst macht Cholin 
nicht frei; denn aus Leber, die sofort aufgekocht und abgeprebt 
war und noch das gesamte Cholin gebunden enthielt, lieB sich 
freies Cholin auch nach monatelanger Aufbewahrung nicht er- 
halten. Angaben des Schrifttums iiber den Gehalt an freiem Cholin 
(und auch Acetylcholin), die an so vorbereitetem Material erhobeu 


*) Es scheint sich hierbei um den Stoff zu handeln, den Frinkel, 
Bielschowsky und Thannhauser vor kurzem beschrieben haben.*) 
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worden sind, miissen also iiberpriift werden. Man kann nicht ent- 
scheiden, wieviel Cholin der Alkohol noch hat entstehen lassen. 

Unsere an der Leber gewonnenen Ergebnisse scheinen uns 
noch weitere Bedeutung zu besitzen. Es geht vor allem nicht an, 
den durch die iibliche Verarbeitung festgestellten Gehalt an freiem 
Cholin baw. Acetylcholin auf das lebende Gewebe zu iibertragen, 
und daraus physiologische Wirkungen abzuleiten. Denn es ist nicht 
bewiesen worden, und auch unwabhrscheinlich, es tatsiichlich 
so viel enthilt. Isolierte Organe sind absterbendes Gewebe, 
und darin auftretendes Cholin bzw. Acetylcholin braucht noch 
nichts mit physiologischen Vorgiingen zu tun zu haben. — 
Weiterhin glauben wir uns schon zu der Annahme berechtigt, 
daB auch das Acetylcholin, dessen Menge Kapfhammer und 
Bischoff*) mit 84 mg fiir die Leber angeben, nicht in freier oder 
locker gebundener Form vorliegt, sondern daB es aus einer gleich 
festen Bindung stammt, wie wir es vom Cholin gezeigt haben. 
Denn wir hatten es sonst bei unserer Verarbeitung als freies 
Cholin finden miissen. Ob das Acetylcholin von Kapfhammer 
und Bischoff schon als solches abgespalten worden ist oder als 
Cholin, und erst nachtriglich vom Gewebe oder kiinstlich verestert 
worden ist, kénnen wir nicht entscheiden. Denkbar ist es, dab 
durch Umesterung aus den Phosphatiden als erste Stufe das un- 
bestiindigere Acetylcholin entsteht, das man durch giinstige iiuBere 
Bedingungen stabilisieren kann. Zu diesen Fragen sammeln wir 
weiteres Material. 

Versuche. 

Der grundsiitzlichen Bedeutung wegen, die der Aufarbeit bei diesen 
Untersuchungen zukommt, fiihren wir diese so ausfiihrlich an, obgleich sie 
sich allerdings mit einigen Abinderungen eng an die von Wrede, Strack 
Bornhofen®) durchgearbeitete Methode von Kinoshita anlehnt. 

Das Lebergewebe wird durch den Fleischwolf getrieben, gewogen, in 
die doppelte Gewichtsmenge stark siedendes Wasser unter Umriihren ein- 
getragen (bzw. zerkleinert, in Alkohol gebracht, sofort mehrere Minuten und 
spiterhin in kleineren Abstinden kriftig durchgeschiittelt. Zur weiteren 
Verarbeitung wird der Alkohol abgesaugt, im Vakuum verdampft und der 
wibrige Riickstand zusammen mit dem Gewebe in das siedende Wasser 
zebracht) und 2 Minuten lang gekocht. Man macht mit Essigsiure lackmus- 
sauer, kocht weitere 3 Minuten, kiihlt auf Zimmertemperatur ab, filtriert 
und preBt den Riickstand in einer starken Presse aus. Der Prebkuchen wird 
nochmals mit etwa 200ccm Wasser aufgeriihrt und abgepreBt. Die vereinigten 
Filtrate dampft man im Vakuum bis auf etwa 50 ccm fiir 1 kg Gewebe ein. 
Dieses gieBt man in diinnem Strahl unter Umriihren in 300 cem siedendes 


Athanol, kocht kurz auf, dekantiert und kocht den Niederschlag sowie den 
Destillierkolben noch 2mal mit je 100 cem Alkohol aus. Die vereinigten 
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Alkoholausziige bleiben 12 Stunden in der Kiilte stehen. Von einem fest 
haftenden zihen Belag gieBt man ab, wischt mit Alkohol nach, dampft 
im Vakuum méglichst bis zur Trockne ein, kocht diesen Riickstand 3 mal 
mit je 50 cem absolutem Alkohol aus. Scheidet sich in der Kilte nochmals 
eine Schmiere aus, so gieBt man ab, wiischt nach und engt im Vakuum bis 
auf etwa 30cem ein. Nun gibt man die gleiche Menge heiB gesittigte, 
alkoholische Sublimatlésung zu, lift 24 Stunden im Eisschrank stehen, saugt 
den Niederschlag ab, wascht ihn mit kalter gesiittigter alkoholischer Sublimat- 
lésung nach, kocht ihn 3mal mit je 40 cem Wasser aus und zersetzt das 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff. Weiterhin wurde nun wie folgt gearbeitet: 

Verfahren I. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wird im Vakuum bei 
méglichst niederer Temperatur auf 1—2 ccm eingedampft und quantitatiy 
mit wenig Wasser in ein Krystallisierschilchen filtriert. 

Verfahren II. Aus dem Filtrat von Quecksilbersulfid wird der Schwefel- 
wasserstoff durch Luft vertrieben. Man stumpft mit Natronlauge bis zur 
lackmussauren Reaktion ab, dampft im Vakuum zur Trockne, kocht 3—4 mal 
mit je 20 ccm absolutem Alkohol aus, um die Salze zu beseitigen, dampft 
diesen im Vakuum zur Trockne, nimmt in Wasser auf und filtriert. 

Zu den Filtraten von I oder II (etwa 4—5 cem) wird 0,5—1,5 ccm 
50°/, ige Goldchloridlésung (bei II lackmussauer) gegeben, wobei das Gold- 
salz unter Umstiinden mit braunen Schmieren verunreinigt ausfillt. 20 Min. 
auf Eis, absaugen und, wenn nétig, aus etwa 2 cem Wasser umkrystallisieren. 
Dunstet man die Mutterlauge im Exsiccator zur Trockne, so lassen sich 
weitere Fraktionen gewinnen, die sehr verschieden groB ausfallen kénnen, 
wenn man salzsauer arbeitet. Die gefundenen Goldsalze werden durch 
Schmelzpunkt und Golddoppelanalysen auf ihre Reinheit gepriift. Um Raum 
zu sparen, haben wir nur die Analysen aufgefiihrt, die auBerhalb der iiblichen 
Fehlergrenzen von — 0,3 und + 0,1 liegen. Falls die kleineren Mengen, was 
manchmal vorkommt, nicht ganz rein waren, haben wir nicht weiter ge- 
reinigt, weil dadurch zuviel verloren gehen wiirde. 

Die Rinderlebern konnten wir nur nach den iiblichen Schlachthof- 
vorschriften erlangen, was immerhin gewisse Zeitverluste bedingte, trotz 
des groBen Entgegenkommens und der Unterstiitzung der Herren Tieriirzte 
des Stidtischen Schlachthofes Leipzig, denen wir hier besonders danken 
méchten. Die Zeit zwischen dem Entbluten und Kochen betrug 10--15 Min. 
Die Rinder wurden durch Kopfschlag betiiubt und durch Halsschnitt ent 
blutet. Danach wurde die Leber sofort herausgenommen, die Gallenblase 
entfernt und, nach Freigabe durch den Tierarzt, verarbeitet. Die Tiere 
waren 1—1'/, Jahre alt und meist minnlich. Wir achteten darauf, daB die 
Lebern frei von Leberegeln waren. Die Anteile, die bei 37° liegen bleiben 
sollten, wurden zum Teil in einer vorgewiirmten Kochkiste zum Brutschrank 
gebracht. 

Bei den Hunden wurde die Leber wie beim Rind erhalten. Die Tiere 
waren gesund, aber verschieden alt (83—8 Jahre). Alter und Erniihrung 
hatten keinen erkennbaren Einflu8. Die Nahrung bestand aus einer kohle- 
hydratreichen Mischkost und wurde 24 Stunden vor der Tétung abgesetzt. 

Der Leberanteil, an dem wir den Cholinanwuchs beobachteten, wurde 
im Brutschrank bei 37° gehalten. Streng steril konnten wir dabei nicht vor- 
gehen, wir haben aber eine Infektion méglichst vermieden. Antiseptische 
Mittel wandten wir nicht an, weil sie die Versuchsbedingungen selbst beein- 
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flussen konnten. Da jedoch die Leber in groBen Stiicken aufbewahrt wurde, 
so war wegen der geringen Oberfliche mit stiirkeren bakteriellen Zersetzungen 
nicht zu rechnen. In der Héchstzeit von 5 Stunden konnten auch die Bak- 
terien nicht erheblich anwachsen. 

Alle Lebern sind fortlaufend numeriert, damit deutlich hervortritt, 
welche der unter verschiedenen Gesichtspunkten bearbeiteten Leberanteile 
zusammengehoren. 


Tabelle 1. 
Leber vom Hund. 
Nr.| gewicht Zeit von Tétung Goldsalz chiorid pro 
in g bis Kochen in mg in kg Gewebe 
1 300 sofort 40,9 253 43 
300 nach 5 Stunden 329,3 253 346 
2 180 sofort 0,0 _ 0,0 
180 nach 5 Stunden 93,0 25 163 
3 170 sofort 10,5*) 256 19 
170 nach 5 Stunden 18,8"*) 254 136 
4 480 0,0 — 0,0 
unterhalb 3 Min. 
5 330 6,4***) 245 6,1 
6 480 sofort 40,7 245 27 
7 322 sofort 42,7 241 42 
8 400 sofort 51,5 249 41 
9 200 nach 12 Stunden 289,2 259 455 
10 180 sofort in gr. Stiick 71,3 254 125 
175 nach 5 Stunden 202,0 259 364 
Leber vom Rind. 
11 500 sofort 14,0 246 9 
500 sofort 33,8 258 21 
400 nach 5 Stunden 270,0 259 213 
400 nach 5 Stunden 306,0 254 241 
12 1000 sofort 97,5 259 31 
1000 nach 5 Stunden 1225,7 254 386 
13 1000 sofort 29,5 248 9 
1000 sofort 22.9 245 7 
14 1000 sofort 49,8 247 16 
1000 nach 5 Stunden 997,0 250 314 
15 500 sofort 93,3 252 59 
500 nach 5 Stunden 1242,5 245 783 ay 
20 400 nach 6 Stunden 344,3 254 . 271 
400 nach 6 Stunden 321,0 254 253 


*) 43, 75°%y; 48, 71°/, Au. — **) 45, 12°/,; 44, 98°/, Au. — ***) 43, 66°/, Au. 
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Die Tab. 1 enthilt die Cholinchloridwerte bei méglichst rascher Ver- 
arbeitung (Sofortwerte) sowie nach 5 stiindigem Lagern bei 37% Die unter 
der gleichen Zahl stehenden Gewebsmengen stammen jeweils von derselben 
Leber. Bei Leber 10 ist der Sofortwert deshalb so hoch, weil in groben 
Stiicken und nicht wie tiblich gut zerkleinert gekocht worden war (vgl. auch 
Tab. 2). Leber 9 zeigt, daB auch beim sterilen Verbleiben in der Bauwch- 
héhle das Cholin éhnlich anwiichst wie beim Lagern im Brutschrank. Sie 
wurde 12 Stunden nach Tétung herausgenommen. Wahrend dieser Zeit 
wurde der Kérper kalt aufbewahrt. Die Sofortwerte von Leber 20 sind 
weiter unten unter Leber 20, Versuch 7—9 zu finden. 


Tabelle 2. 


Leber vom Hund. 


Gefundenes Gefundenes 
Nummer | “Goldsalz Schmelzp. Cholinchlorid 
im § in mg in pro kg in mg 
| 600 0,0 | 0,0 
Leber vom Rind. 
13a) 1000 1438,4 257 453 
14b) 1000 234,0 248 74 
a) 1000 383,9 250 121 
15b) 500 329,1 245 207 
b) 500 406,3 254 256 
a) 500 853,0 257 537 
a) 500 887,3 245 529 
23 500 22,1 238 14 
500 62,0 245 39 
24 500 0,0 — 0,0 
500 56,1 244 35 


Aus der Tab. 2 geht hervor, wie unregelmiBig das Athanol das Ge- 
webe fixiert und somit die Cholinmenge beeinfluBt. Bei Leber 17, 23, 24 
ist das Gewebe gut zerkleinert sofort in die doppelte Menge Alkohol ein- 
gelegt und mehrere Minuten kriftig durchgeschiittelt worden (Verarbeitung 2). 
Bei Leber 13, 15 und 16 sind die mit a) bezeichneten Gewebsmengen in 
hiihnereigroBen Stiicken sofort eingelegt worden. Die hierbei erhaltenen 
Cholinwerte erreichen oder iibertreffen die nach 5 stiindigem Lagern (vg). 
Tab. 1). Die mit b) bezeichneten sind wohl zerkleinert sofort in Alkohol 
gebracht, aber nur durchgeriihrt worden. 

Leber Nr. 18—20. In diesen Versuchen kommt der nachteilige Einflu! 
der Salzsiiure bei der iiblichen Verarbeitung deutlich zum Ausdruck. Bei 
jeder der sofort verarbeiteten Lebern wurde, nach Entfernung des Queck- 
silbers durch Schwefelwasserstoff, das Filtrat in je drei Anteile zerlegt, bei 18 
(Versuch 1—3), bei 19 (Versuch 4—6) je 500 g entsprechend und bei 20 
(Versuch 7—9) je 1000 g. Die einzelnen Fraktionen der Versuche 1—9 zeigen 
als Goldsalz in Milligramm den Wert, um den das Cholin in salzsaure: 
Liésung nach jeweils 24 stiindigem Eindunsten im Schwefelsiureexsiccator 
angewachsen ist. (Tabelle 3.) 
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Tabelle 3. 

Leber vom Rind. 
1 33 (243°) | 164 (250°) 45 (240°) 23 (246°) Spuren 
2 | 54 (248°) | 144 (247°) 60 (240°) 16 (238°) 

43, 52°/, Au 

8 | 26 (243°) 50 (241°) 72 (246°) 47 (242°) 24 (251°) 22 (243°) 
4 18 (240° 90 (242°) 27 (249°) Spuren 
5 | 31 (2509 | 87 (247) | 17 (243%) ‘ 
6 | 21 (250°) 94 (249°) 16 (249°) _ 

44, 94°/, Au 
7 [102 (255°) 191 (254°) | 25 (250% 
8 | 96 (253°) |152 (254°) 23 (250°) 30 (248°) 29 (246°) Spuren 
9 77 (249°) 


Bei Versuch 1, 2, 4, 7 wurde nur salzsauer (Verfahren I) gearbeitet. 
Bei Versuch 5 und 8 wurde die erste Fraktion salzsauer erhalten, dann 
aber die Mutterlauge mit Natronlauge bis zur lackmussauren Reaktion ab- 
gestumpft. Eine weitere Fraktion lie® sich nicht mehr gewinnen, trotzdem 
mehrmals eingedampft wurde. Erst nachdem Salzsiiure zugesetzt war, ent- 
standen die weiteren Fraktionen. Im Versuch 3 und 9 wurde bereits das 
Schwefelwasserstoff-Filtrat (Verfahren II) lackmussauer gemacht und deshalb 
nur eine Fraktion erhalten. Im Versuch 8 lieBen sich die iibrigen Fraktionen 
wie im Versuch 5 und 8 nach Zusatz von Salzsiiure gewinnen. In Versuch 9 
ergab sich als zweite Fraktion nach Hydrolyse 238 mg Goldsalz (245°) (vgl. 
unter 22). 

Man darf daher nur die erste Fraktion fiir das vorgebildete freie 
Cholin zugrunde legen, und auch hier handelt es sich schon um Héchstwerte, 
die durch unvermeidliches Anwachsen aus der Verarbeitung sowie aus einer 
Eigendarstellung durch das absterbende Lebergewebe vorgetiiuscht werden. 
Fiir 1 kg Frischleber ergibt sich somit an Cholinchlorid in Milligramm aus 
den ersten Fraktionen der Versuche 1—9: 


1.21, 2. 83, 3.15, 4.11, 5. 20, 6.18, 7. 32, 8. 30, 9. 24. 


Das ist die gleiche GréSenordnung wie in Tab. 1. Dagegen ergibt die 
Gesamtmenge jedes Versuches: 


1. 167, 2.172, 3. 150, 4. 85, 5. 85, 6. 82, 7. 100, 8. 104, 9. 99, 


Werte, die denen friiherer Arbeiten entsprechen.’) 


Aus Leber 21 und 22 stellten wir den Stoff dar, der in salzsaurer 
Verarbeitung (vgl. Leber 18—20) nachtriiglich freies Cholin abspaltete. 

Leber 21: 4,75kg Rinderleber werden sofort gekocht und wie Leber 20 
verarbeitet. Von dem Filtrat des Quecksilbersulfid-Niederschlages wird so- 
viel, wie 1 kg Leber entspricht, nach Verfahren I auf Cholin verarbeitet. 
Es fanden sich an Cholinchloroaurat: 


1. 45,6 (244°), 57,5 (244%, 33,8 (245°), 18,4 (241%. 


Das ist fiir die erste Fraktion 14,4 mg Cholinchlorid pro Kilogramm, ins- 
gesamt 49 mg. 
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Der Rest des obigen Filtrates, entsprechend 3,75kg Leber, wird lackmus- 
sauer im Vakuum eingedampft, in etwa 5—6 cem Wasser aufgenommen und 
mit lackmussaurem Goldchlorid gefillt (Verfahren II). Es fanden sich nach 


Umkrystallisieren: 
2. 87,9 (248%), 12,2 (239% Goldsalz, 


das sind 8,4 mg Cholinchlorid pro Kilogramm Frischgewebe. 

Nun wird aus der Mutterlauge samt den Riickstiinden das Gold mit 
Schwefelwasserstoff entfernt, wiederum lackmussauer gemacht, im Vakuum 
zur Trockene destilliert und die Salzriickstiinde 4mal mit je 40 ccm absolutem 
Alkohol ausgekocht. Der Alkohol wird im Vakuum abdestilliert, der Riick- 
stand mit wenig Wasser aufgenommen und im Exsiceator bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Erhalten: 932,7 mg eines klebrig-ziihen, glashellen, 
homogenen Stoffes. 

Dessen Analysen ergaben: 


Mikrokjeldahl: 96,3, 38,5 mg verbrauchten 24,42, 10,11 n/100-Salzsiiure. 
van Slyke: 16,7, 16,7 mg ergaben 0,55, 0,54 ccm N, (22°, 748 mm), 

Cholin: 222,83 mg werden 8 Stunden mit etwa 20°/,iger Salzsiiure ge- 
kocht, kalt filtriert, im Vakuum eingedampft, in 4 ccm Wasser aufgenommen 
und mit Goldchlorid gefillt. Erhalten: 93,6 mg Cholinchloroaurat (244°). 

Die Mutterlauge hiervon wird vom Gold befreit, eingedampft, nach 
Neumann yverascht und der Phosphor als Molybdat bestimmt. Erhalten: 
481 mg Niederschlag. 

Fiir ein Sphingomyelin von etwa 800 Molekulargewicht wird nach 
Thierfelder-Klenk verlangt*): 


Phosphor: 3,81°/,, gef. 7,88 mg = 3,55°/), 
Gesamt-N: 3,41°/,, 3,418, 1,414 mg = 3,55, 3,67°/,, 


Amino-N: 1,7°/, 0,313, 0,308 mg = 1,88, 1,84°/,, 
Cholin-N: 1,7%), 2,96 + 0,57 mg als zwangsliufigen Fehl- 


betrag bei der Goldfallung = 1,59°/). 
P: Amino-N : Cholin-N : Gesamt-N = 1: 1,1: 0,99: 2,2. 


Die Fettsiiuren haben wir nicht in einer fiir ihre Erkennung nétigen 
Menge erfaBt. 


22 (zu Leber 20): Die nach der Goldfillung aus Leber 20 (Versuch 9) 
iibrig gebliebenen Riickstiinde samt Mutterlauge wurden vom Gold befreit 
und wie in Leber 21 verarbeitet. Es hinterblieben 430 mg einer klebrig- 
ziihen glasigen Masse, in der sich Krystallspuren befanden. Es wurden 
gefunden: 237,9 mg Cholinchloroaurat (245° = 75 mg Cholinchlorid und 
16,9 mg P. Es verhielt sich demnach Cholin-N : P = 0,98: 1. 

Leber 20 und 21 zeigen auBerdem noch, daf die aus diesem Sphingo- 
myelin stammende Cholinmenge gleich der Menge ist, die in der Leber 20 
(Versuch 7 und 8) und in der Leber 21 (Versuch 1) noch durch die weitere 
salzsaure Behandlung (Hydrolyse) zu erhalten waren. Daraus geht eindeutig 
hervor, da8 sich an der nachtriglichen Cholinbildung bei salzsaurer Ver- 
arbeitung der ,,Sofortlebern“ lediglich Sphingomyelin beteiligt hat. 

Leber 23—26. Bei den folgenden 3 Rinderlebern (23—25) haben wir 
verfolgt, wie das Cholin bei 37° im Gewebe anwiichst. Wir haben dazu 
von der gleichen Leber 6 Anteile zu je 500g in stiindlichen Abstiinden 
verarbeitet. Damit das Gewebe nicht auskiihite und durch die herabgesetzte 
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Temperatur die Cholinbildung schwankte, haben wir es sofort, nachdem es 
aus der Bauchhéhle herausgenommen war, in eine vorgewiirmte Kochkiste 
gelegt und so zum Brutschrank gebracht. Leber 26 stammt von einem Hund 
und wurde in 4 Anteilen von je 200g auf freies Cholin untersucht. Sie 
yerhilt sich gleichsinnig. Bestimmt wurden in Tab. 4 das freie Cholin. Wir 
haben hier wie auch in Tab. 5 die Cholingoldsalze nicht beschrieben (sie 
erwiesen sich alle durch Schmelzpunkt und Golddoppelanalyse als rein), 
sondern gleich als Cholinchlorid in Milligramm pro Kilogramm Gewebe 
angegeben. In Tab. 5 ist das Cholin aufgezeichnet, das aus der Mutterlauge 
samt Riickstiinden von der Tab. 4 durch Hydrolyse noch zu erhalten war. 
Darunter steht eingeklammert der dazugehérige Phosphor in Milligramm. 
RegelmiBige Beziehungen zwischen der Zunahme des freien und der Ab- 
nahme des gebundenen Cholins lassen sich nicht erkennen. 

Deutlich ist dagegen in allen Lebern trotz der verschiedenen absoluten 
Héhe, daB bis zur 1. und yon der 4.—5. Stunde das Cholin bedeutend 
rascher anwichst, als zwischen der 1.—4. Stunde. 


Tabelle 4, 
Nr. Sofort 1. Stunde | 2. Stunde | 3. Stunde | 4. Stunde | 5. Stunde 
23 11 41 84 88 135 215 
24 0,0 7 Spuren 12 27 94 
25 9 74 17 70 104 376 
26 0,0 17 33 ws =a 173 
Tabelle 5. 
23 298 127 161 187 118 123 
(75,5) (24,8) (42) (51,8) (23,7) (29,5) 
24 | 237 0,0 0,0 0,0 0,0 27 
7 (43,2) (1,5) (1,2) (2,6) (4,2) (6,6) 
25 29 0,0 0,0 0,0 0,0 151 
(6,7) (2,2) (2,1) (1,9) (2,2) (49,8) 


In 4 Versuchen haben wir, um den Einflu8 des Alkohols auf den 
Cholingehalt, nachdem die Fermente ausgeschaltet waren, zu ergriinden, 
Rinderleber von 2mal je 1000 und 2mal je 330g sofort verarbeitet. Dabei 
haben wir wie iiblich nur kleine Mengen freies Cholin gefunden. Dann 
haben wir den GewebepreBriickstand von den 1000 g Leber in je 2 Liter 
96°/,igen Alkohol, den von den 330 g Leber in je 1 Liter 70°/,igen Alkohol 
eingelegt und 5 bzw. 3 Monate liegen lassen. Es wurde dann Alkohol nebst 
Gewebe wie iiblich verarbeitet. Cholin lieB sich mit Sicherheit nicht mehr 
nachweisen. Es geht also daraus hervor, da8 Alkohol von sich aus auch 
nach monatelanger Einwirkung Cholin nicht frei macht und ferner, daB bei 
der ersten Verarbeitung alles freie Cholin erfaBt worden war. 


Blindwert unseres Arbeitsganges: Fillt man Cholinchlorid unmittel- 
bar in 4 eem Wasser gelést mit 0,5 cem 50°/,igem salzsaurem Goldchlorid 
in iiblicher Weise aus, so wurden von 86,9, 43,8, 36,0 mg jeweils 5,6, 5,7, 
5,9 mg verloren. AnteilmaBig sind das 6,4, 13, 16°/, Verlust. Bringt man 
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eine gleiche Menge in 2 Liter Wasser und arbeitet nach unserem Verfahrey 
auf, so verliert man von 86,9, 43,8, 35,8 mg nur wenig mehr, niimlich 8,9, 
5,2, 7,6 mg, also anteilmiBig 10, 12, 21°/,. Es ist damit der Arbeitsgang 
selbst praktisch verlustfrei. 


Zusammenfassung. 


1. Lebensfrische Leber von Rindern und Hunden enthiilt 
nahezu kein freies Cholin bzw. Acetylcholin. 

2. Das freie Cholin wiichst stark an, nachdem die Blutzufulr 
unterbrochen worden ist; daher ist der physiologische Gehalt nur 
zu ermitteln, wenn sehr schnell fixiert wird. 

3. Dieser Anwuchs ist ungleichmifig und besonders stark in 
der 1. und nach der 4. Stunde. 

4, Alkohol ist als Fixierungsmittel wenig geeignet. Daher 
sind viele derartige Untersuchungen nicht eindeutig und die ge- 
zogenen Riickschliisse unzutreffend. 

5. Als eine andere Fehlerquelle erwies sich ein Stoff, wahr- 
scheinlich ein wasserlésliches Sphingomyelin, aus dem wiihrend 
der Verarbeitung durch zu hohe Mineralsiiurekonzentration freies 
Cholin entstehen kann. i 


Der Rockefeller-Foundation danken wir fiir Unterstiitzung. 
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I. Astacin aus den Eiern der Seespinne (Maja squinado). 
Von 


Richard Kuhn, Edgar Lederer und Adam Deutsch. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1933.) 


Die roten Hier der Seespinne enthalten nach R. Maly’) 
2 Farbstoffe, nimlich Vitello-rubin (1 breites Absorptionsband 
um 486 my) und Vitello-lutein (2 Absorptionsbanden bei 486 
und 458 mu). Nach den Léslichkeitseigenschaften und der Farb- 
reaktion mit konzentrierter Schwefelsiiure (Blaufiirbung) legen 
Lipochrome vor. Trotz zahlreichen Untersuchungen?) ist die Iso- 
lierung dieser Pigmente bisher nicht gegliickt. 

Wir haben das Vitello-rubin aus Pyridin in schién krystalli- 
siertem Zustand erhalten. Es stellt violette, metallisch glinzende, 
in der Durchsicht granatrote Blittchen dar, die bei 242—243° 
unter Zersetzung schmelzen. Bei der Verteilung zwischen Benzin 
und 90°/, igem Methanol geht der Farbstoff in die untere Schicht; 
verdiinnt man mit Wasser, so geht er auch nach Zusatz von Alkali 
wieder ins Benzin; er zeigt somit keine sauren Kigenschaften. 
Das Vitello-rubin gleicht darin aber auch im einbandigen Absorptions- 
spektrum (Maximum bei 490 mu in Pyridin) und im Absorptions- 
verhalten auffallend dem Ovoester des Astacins, den R. Kuhn 
und EK. Lederer’) aus den Hiern des Hummers (Astacus gam- 
marus) isoliert haben. Die ,,.Ovoester“ aus Maja und Astacus 
sind vielleicht identisch, doch ist ihre chemische Einheitlichkeit 
noch nicht erwiesen. Eine chromatographische Differenzierung 
konnte bisher nicht erzielt werden. 


1) Mh. Chem. 2, 351 (1881). 

*) C. Fr. W. Kruckenberg, Physiolog. Studien [2] 3, 99 (1882); Grund- 
zlige einer vergleichenden Physiologie der Farbstoffe und der Farben, Heidel- 
berg 1884; W.Zopf, Beitr. physiol. Morphol. niederer Organismen 3, 26 (1893); 
M. H. Newbigin, J. of Physiol. 21, 237 (1897); G. Vegezzi, Dissertation 
Fribourg 1916. 

*) Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). 
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Unterwirft man den ,,Ovoester“ aus Maja-eiern der alkalischey 
Verseifung, so erhalt man einen schén krystallisierenden Farbstoff 
vom Schmelzp. 241—242° (Zers.), der sich bei der Verteilungsprohe 
wie der urspriingliche Farbstoff verhilt, aber auf Zusatz von 
etwas Natronlauge auch beim Verdiinnen mit Wasser in der unteren 
Schicht bleibt, somit saure Eigenschaften zeigt. Der durch Ver- 
seifen gewonnene Farbstoff stimmt mit Astacin aus Hummern)) 
im Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 241—242° (Zers.), in der 
Krystallform (gerade Nadeln, Ausléschung 0°) und im Absorptions- 
spektrum (Maximum bei 500 my in Pyridin) genau iiberein. Das 
Vitello-rubin ist somit ein hypophasischer’) Ester des 
Astacins. 

Das Vitello-lutein ist gegen alkoholische Lauge indifferent 
und epiphasisch. Es stimmt optisch (Absorptionsbanden in Benzin: 
483, 451 my) und chromatographisch mit #-Carotin iberein. 

Aus 11 Hierstécken von Maja squinado, aus dem Golf von 
Triest, wurden 1,3 mg #-Carotin und 55 mg krystallisierter Ovo- 
ester des Astacins erhalten. Weitere 5 Eierstécke (Trockengewicht 
150 g) lieferten 4 mg f#-Carotin und 19 mg Astacinester. Xantho- 
phylle waren héchstens in Spuren vorhanden. 

Fiir die priiparative Darstellung von Astacin ist es lohnender 
Hummer zu verarbeiten. Wir haben neuerdings aus 29 Tieren, die 
lebend 12,8 kg wogen, 265 mg reines, 3mal umkrystallisiertes 
Astacin dargestellt. Die weite Verbreitung des Astacins unter den 
Crustaceen verdient Beachtung. R. Fabre und E. Lederer’) ist 
es gelungen, diesen Farbstoff auch aus Langusten (Palinurus 
vulgaris), FluBkrebsen (Potamobius astacus) sowie aus Leander 
serratus und Portunus puber nach den fiir Hummer angegebenen 
Vorschriften in krystallisiertem Zustand zu erhalten. Dagegen 
konnten wir unter den roten Farbstoffen einer Anzahl von Meeres- 
tieren, die nicht zu den Crustaceen gehéren (Actinia equina, 
Antedon rosacea, Suberites domuncula), auch kein Astacin 
auffinden. 

Zur Konstitution des Astacins. 

Die ersten Angaben iiber die elementare Zusammensetzung 
des Astacins stehen mit Analysen neu dargestellter Priparate in 
guter Ubereinstimmung. Danach kommen insbesondere die Formeln 


) R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). 

*) Hypophasisch: bei der Verteilungsprobe (Benzin/90°/,iges Methanol) 
im Alkohol (unten) bleibend; epiphasisch: bei der Verteilung im Benzin 
(oben) bleibend. 8) C. r. Soe. Biol. 113, 344 (1933). 


} 
3 
‘ 
i 
i 
‘ 
‘ 


US 


Astacin aus den Eiern der Seespinne (Maja squinado). 981 


(,,H,0, und C,,H,,0, in Betracht. An Derivaten, die zur Er- 
mittlung des Aquivalentgewichts geeignet erscheinen, haben wir 
in krystallisiertem Zustande ein Natriumsalz und eine Acetyl- 
verbindung erhalten. Die Analysen dieser Priiparate sprechen 
fiir die schon friiher bevorzugte Formel C,,H,,Q,. 

Astacin geht aus alkoholischer Liésung auf Zusatz von Wasser 
leicht in Benzin.’) Gibt man einen Tropfen verdiinnte Natronlauge 
zu, so bleibt der Farbstoff in der unteren Schicht; fiigt man 
etwas Essigséiure zu, so geht er wieder ins Benzin. Aus diesem 
Verhalten, sowie aus der Verseifbarkeit der hypophasischen und 
epiphasischen Ester haben R. Kuhn und E. Lederer geschlossen, 
da8 Astacin eine Carbonsiiure ist. Im Gegensatz zu allen be- 
kannten Carotinoidcarbonsiuren (Azafrin, Bixine, Crocetine) rea- 
giert aber Astacin nicht mit Diazomethan. Es wurde immer 
wieder unverindert (methoxylfrei) zuriickgewonnen. Ferner wird 
Astacin im Gegensatz zu den angefiihrten Carotinoidcarbonsiiuren 
von Calciumcarbonat kaum adsorbiert und zeigt allgemein 
ganz iihnliches Adsorptionsverhalten wie seine Ester. Bei der 
Verteilungsprobe liBt sich der Farbstoff durch n/1-Sodalésung 
nicht wie durch sehr verdiinnte Natronlauge in der unteren Schicht 
halten. Wir kommen so zu der Vorstellung, daB die Alkalisalze 
des Astacins zwar Salze einer Carbonsiure darstellen, daB 
aber das Astacin selbst ein Lacton ist. Die Darstellung des 
Methylesters gelingt daher nicht mit Diazomethan, wohl aber 
mit Dimethylsulfat und Natronlauge. Das dritte Sauerstoffatom 
gehért vermutlich einer alkoholischen Hydroxylgruppe an. Diese 
liBt sich mit Essigsiureanhydrid in Pyridin acetylieren und liefert 
mit Methylmagnesiumjodid 1 Mol Methan. Die vorliegenden Beob- 
achtungen kennzeichnen das Astacin C,,H,,0, als Oxylacton; 
sie schlieBen aber nahe verwandte Formeln und eine andersartige 
Funktion der Sauerstoffatome noch nicht endgiiltig aus. Sollten 
sich auch die hypophasischen und epiphasischen Astacinester als 
Lactone erweisen, so miiBten sie andersartige Lactonringe be- 
sitzen, die durch Alkali sehr viel schwerer aufspaltbar sind. 

Astacin ist auffallend wasserstoffarm und in Ubereinstimmung 
damit besonders stark ungesittigt. Bei katalytischen Hydrie- 


’) Bei der Verteilung zwischen 90°/, igem Methanol und Benzin findet 
man fast allen Farbstoff in der unteren Schicht. Die entgegengesetzte 
Angabe Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933) und zwar S. 493 beruht auf einem 
Versehen und wird hiermit berichtigt. In Schwefelkohlenstoff ist Astacin 
nicht ,nahezu unldslich, sondern ziemlich léslich. 
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rungen wurden bis zu 10,94 Mole Wasserstoff aufgenommen. Mit 
Jodwasserstoffsiure wird ein farbloses, krystallisierendes 
Reduktionsprodukt erhalten. Beim oxydativen Abbau mit Chrom- 
siure treten 5 Mole Essigsaure auf. Daraus folgt, daB finf 
dehydrierte Isoprenreste =—CH—CH=C(CH,)—-CH= am Aufbau des 
Kohlenstoffgeriistes beteiligt sein diirften und daB Astacin trotz 
des einbandigen Absorptionsspektrums ein Carotinoid 
ist. Fiir die pflanzlichen Carotinoidcarbonsiuren ist die Vorstellung 
wohlbegriindet, daB sie durch enzymatisch-oxydativen Abbau von 
Carotinfarbstoffen mit 40 Kohlenstoffatomen gebildet werden.') Es 
ist sehr wahrscheinlich, daB die Crustaceenfarbstoffe ahnlichen 
Vorgingen ihre Entstehung verdanken, nachdem bereits zahlreiche 
Beobachtungen?) darauf hindeuten, da8 carotinhaltige Nahrungs- 
mittel einen wichtigen Faktor bei der Farbstoffbildung der Crustaceen 
darstellen. Vielleicht hingt die Besonderheit der tierischen 
Carotinoide, die in der Astacingruppe vorliegen, zusammen mit 
dem EinfluB der Seitenketten auf die Oxydationsvorgiinge im Tier- 
kérper, von denen die folgende Abhandlung berichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Ovarien der Seespinnen wurden wie diejenigen der Hummer’) 
verarbeitet und der erhaltene ,,Ovoester“ aus Pyridin durch Zusatz von 
wenig Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 242—243° (nach E. Ber]) unter 
Zersetzung. Fiir die folgende Analyse wurde iiber KOH im Hochvakuum 
getrocknet. 

3,813 mg Subst.: 11,29 mg CO,, 2,980 mg H,O. 

Gef. C 80,75 H 8,75. 

Ein aus Hummerovarien dargestellter ,,Ovoester“ vom Schmelzp. 245 
bis 246° (nach G. Klein) ergab bei der Elementaranalyse: 

2,464 mg Subst.: 7,34 mg CO,, 1,915 mg H,0. 

Gef. C 81,21 H 8,70. 


) Kuhn u. Winterstein, Ber. chem. Ges. 65, 646 (1932); mit 
Grundmann, ebenda 65, 1880 (1932); mit Deutsch, ebenda 66, 883 (1933): 
mit Winterstein, Naturw. 21, 527 (1933). 

*) M. Abeloos u. E. Fischer, C. r. Soe. Biol. 95, 383 (1926); 96, 374 
(1927); Fischer, ebenda 96, 850 (1927); A. Lwoff, Bull. biol. France et 
Belg. 61, 193 (1927); J. Verne, C. r. Soc. Biol. 97, 1290 (1927); besonders 
G. Teissier, Tray. Station Zool. Wimereux 9, 233 (1925) und C. r. Soc. 
Biol. 109, 81 (1932). 

Kuhn u. Lederer, a.a. O. 494f. 
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Beide Priiparate erwiesen sich als methoxylfrei, desgleichen ein aus 
Hummerpanzer dargestellter ,,Ovoester“. Eine Bestimmung nach Th. Zere- 
witinoff-H. Roth’) ergab fiir das Priparat aus Maja: 


12,21 mg Subst.: 7 = 0,70 cem CH, (22°); » = 1,15 eem CH, (95°). 


Aus Benzinlésung wird der Ovoester an gewéhnlichem und an akti- 
viertem Aluminiumoxyd in der obersten Schicht des Chromatogramms fest- 
gehalten. Elution konnte weder mit Pyridin-Methanol noch mit Benzol- 
Methanol erreicht werden. Calciumecarbonat adsorbiert nur sehr schwach. 

Der unverseifbare Farbstoff der Majaeier (Vitello-lutein) erwies sich 
im Chromatogramm’) an aktiviertem Aluminiumoxyd als einheitlich und 
iibereinstimmend mit $-Carotin, auch in den Absorptionsbanden: 484, 
451, 422 mu (Benzin, Siedep. 70—80°) und 497, 463, 433 mu (Benzol). 


Astacin. Zur Analyse gelangten Priparate verschiedener Herkunft 
(Maja baw. Astacus), die 3—4 mal aus Pyridin-Wasser umkrystallisiert und 
bei 35° im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet waren. 


3,425, 3,607, 2,741 mg Subst.: 10,07, 10,82, 8,06 mg CO,, 2,505, 2,635, 
1,985 mg H,O. 
C,;H0, (404,3) Ber. C 80,14 H 799 
Gef. ,, 80,19, 79,95, 80,20 ,, 8,18, 8,18, 8,14. 


Astacinpriparate, die weniger oft umkrystallisiert waren, lieferten deut- 
lich héhere Kohlenstoffwerte: C 80,79, H 8,13; C 80,63, H 8,02; C 80,84, 
H 8,26. 


Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach Th.Zerewitinoff- 
H. Roth’): 


14,00 mg Subst.: 7) = 0,89 cem CH, (27°); 7% = 0,90 cem CH, (95°): 
14,405 mg Subst.: v2) = 0,51 cem CH, (14°); vp = 0,82 eem CH, (95°). 


C,,H5,0, (404,38)  Gef. akt. H 1,14 (27°, 1,15 (95° 0,63 (14%, 1,05 (95°). 


Bestimmung der Iso-propylidengruppen nach R. Kuhn- 
H. Roth‘): 


10,492 mg Subst.: 1,07 eem "/,.-Jod. Gef. 0,518 mg = 0,34 Mole Aceton. 


Bestimmung der C-stiindigen Methylgruppen nach R. Kuhn- 
H. Roth): 


7,836 mg Subst.: 10,01 cem "/19.-NaOH Gef. 
8,09 mg Subst.: 10,10 cem °/,..-NaQH Gef. 


5,1, Mole Essigsiiure 
5,0, Mole Essigsiiure. 


1) Roth, Mikrochemie 11, 140 (1932). 

*) Zur Methodik vgl. A. Winterstein u. G. Stein, Diese Z. 220, 247 
(1933). 

8) Mikrochemie 11, 140 (1932). 

*) Ber. chem. Ges. 65, 1285 (1932). 

°) Ber. chem. Ges. 66, 1274 (1933). 
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Katalytische Hydrierung (Differentialmethode) nach 
R. Kuhn-E. F. Méller}): 

1,173 mg Subst. gegen 1,866 mg Sorbinsdure mit je 71 mg SiO, (7°/, Pt) 
in 2 cem Eisessig. — 1,153 mg Subst. gegen 1,937 mg Sorbinsiure mit je 
246 mg SiO, -(17 °/, Pt) in 2 cem Eisessig. 

Gef. mit 17°/, Pt nach 45 Minuten 10,49, 
nach 18 Stunden 10,94 Mole H,-Verbrauch fiir 1 Mol C,,H,,0,. 


Analyse des Natriumsalzes. 4,497 mg Subst.: 0,757 mg Na,SQ,. 


C,,H;,0,Na (426,3) Ber. Na 5,40 
C,,H,,0,Na Ber. Na 5,18 Gef. Na 5,45. 


Adsorptionsverhalten. Aus Benzin-Benzol (5:1) wird Astacin 
an Calciumearbonat kaum adsorbiert. An Aluminiumoxyd wird es scharf in 
der obersten Schicht festgehalten und libt sich weder mit Benzol—Methanol 
noch mit Pyridin-Methanol eluieren. 

Acetyl-astacin. Die Acetylierung wurde in Pyridinlésung mit Essig- 
siureanhydrid bei Zimmertemperatur (16 Stunden) vorgenommen und die 
Acetylverbindung 3mal aus Pyridin-Wasser umkrystallisiert. Sie stellt 
schéne schwarz-violette Nadeln dar, die bei 235° (unkorr.) unter Zersetzung 
schmelzen. 


3,578 mg Subst.: 10,20 mg CO,, 2,49 mg H,0. 


C,,H,,05  COCH, (446,3) Ber. C 78,03 H 7,62 
Gef. ,, 17,75  ,, 7,79. 


Mit Methyl-magnesiumjodid entwickelte Acetyl-astacin knapp 0,2 Mole 
Methan. Es scheint danach kein aktives H-Atom mehr zu besitzen. Die 
Acetylverbindung stimmt im Adsorptionsverhalten, bei der Verteilungsprobe 
und im Absorptionsspektrum mit Astacin praktisch iiberein. Im Gegensatz 
zu diesem zeigt sie jedoch keine sauren Eigenschaften, so daB sie auch bei 
Gegenwart von etwas Natronlauge aus Methanol in Benzin geht, wenn man 
mit Wasser verdiinnt. Acetyl-astacin zeigt danach Eigenschaften der in der 
Natur aufgefundenen hypophasischen Ester (Ovoester) des Astacins. 


Der Deutschen Forschungsgesellschaft danken wir aufrichtig 
fiir die Uberlassung von Apparaten. 


1) Unverdffentlicht. 
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II. Uber den Einflu& von Seitenketten 
auf die Oxydationsvorgainge im Tierkérper. 
Modellversuche zum biologischen Abbau der Carotinfarbstoffe. 


Von 
Richard Kuhn und Kyriako Livada. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemic.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1933.) 


Die Farbstoffe der Carotinreihe werden im Tierkérper auf- 
fallend schwer oxydativ angegriffen. Ihr vorwiegend oder aus- 
schlieBlich aliphatischer Bau, verbunden mit der bedeutenden 
Zahl farbgebender konjugierter Doppelbindungen, lieBe eine be- 
sonders groBe Reaktionsfihigkeit erwarten, unterliegen doch die 
Carotine bei Zutritt von Luft schon im krystallisierten Zustand 
der Autoxydation. Aber es zeigt sich, daB sie recht lange un- 
veriindert im Serum kreisen und als solche im Corpus luteum, in 
der Leber, in Fettgeweben und anderen Organen gespeichert 
werden. Dieser Umstand hiangt offenbar mit ihrer groBen Lés- 
lichkeit in Fetten und ihrer minimalen Loslichkeit in Wasser zu- 
sammen, wodurch ihr Zutritt zu den hauptsichlichen Verbrennungs- 
orten der Zellen erschwert wird. Die Wege des oxydativen Abbaues 
durch Fiitterungsversuche zu verfolgen, ist wegen der langsamen 
und dem Umfange nach begrenzten Resorption nicht leicht. Die 
Xanthophylle der Nahrung gelangen bei Kiihen’), Schafen’) und 
Ratten*) in groBer Menge unveriindert in den Kot, bei Hiihnern 
auch in den Eidotter.?) Uber die Ausscheidung etwaiger Abbau- 
produkte durch den Harn ist nichts bekannt. 

Die folgenden Modellversuche gelten der Frage, wie weit 
neben den angefiihrten Lislichkeits- und Resorptionsverhiltnissen 
die chemisch konstitutive Eigenart der Carotinfarbstoffe und ver- 
wandter Verbindungen (Vitamin A) fiir die Wege des oxydativen 


1) H. Fischer, Diese Z. 96, 295 (1916); P. Karrer u. A. Helfen- 
stein, Helvet. chim. Acta 13, 86 (1930). 
*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932), und zwar 
S. 60ff. 
16* 
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Abbaues bestimmend sein kann. In den Vordergrund der Be- 
trachtung tritt dabei die Erkenntnis, daB diese Verbindungen, wie 
schon R. Willstaitter und W. Mieg') angenommen haben, den 
Terpenen verwandt sind. Die charakteristische Gruppierung 
dehydrierter Isoprenreste?) —CH—CH=C—CH=, die in ver. 


CH, 


schiedenartiger Kombination mit endstindigen Gruppen bei all 
diesen Verbindungen immer wiederkehrt, lift eine besondere Be- 
deutung der seitenstaindigen Methylgruppen méglich erscheinen. 
Wie weit wird durch diese Seitenketten ein besonderes Verhalten 
bedingt? Unterliegen derartige Verbindungen wie solche mit un- 
verzweigter Kohlenstoffkette den Gesetzen der S-Oxydation? 


Entalkylierung. 


Nach Durchsicht der Literatur *) schienen die aufgeworfenen 
Fragen bereits beantwortet zu sein. Seitenstandige Alkyle, ins- 
besondere Methylgruppen, sollen ohne EinfluB auf den Verlauf 
der #-Oxydation sein.‘) Es wird angenommen, daB Verbindungen 
mit verzweigter Kohlenstoffkette Entalkylierung erleiden und so 
zu denselben Ausscheidungsprodukten fiihren wie die entsprechenden 
Substanzen mit unverzweigter Kette. Nach unseren Beobachtungen 
ist dies keineswegs allgemein der Fall. Das Wesen der Vorgiinge, 
die als Alkylabsprengung gedeutet werden, ist noch unbekannt, 


und es befriedigt wenig, wenn diese V orstellung durch Methylierungs- 


und Entmethylierungsvorginge bei Aminen, Aminosiuren und 
Xanthinbasen gestiitzt wird, da es sich dabei stets um Methyl- 
gruppen handelt, die an Stickstoff und nicht an Kohlenstoff ge- 
bunden sind. 

Die Vorstellung von der Entalkylierung geht auf I. Baer 
und L. Blum®) zuriick, die in wichtigen Versuchen gefunden haben, 
daB Leucin und Isovaleriansiiure bei Diabetikern nicht nur das 


1) Liebigs Ann. 333, 19 (1907). 

*) R. Kuhn u. A. Winterstein, Helvet. chim. Acta 11, 427 (1928). 

5) Vgl. z. B. die Zusammenstellung bei K. Fromherz im Handb. norm. 
pathol. Physiol. 5, 996 ff., Berlin 1928, insbesondere S. 1001 ff. und bei 
H. Gesenius in E. Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmeth. IV, 5, |, 
8.835, und zwar S. 863 ff.; H. Jost, Handb. norm. pathol. Physiol. 5, 606 (1928). 

*) ,,Der Abbau der Fettsiiuren mit verzweigten Ketten erfolgt in 
der Regel, wie wenn die substituierende Methyl- oder Alkylgruppe durch 
H ersetzt wire“. K. Fromherz, a. a. O. S. 1001. 

‘) Arch. f. exper. Path. 55, 89 (1906); 56, 92 (1906); 59, 321 (1908). 
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Gesamtaceton, sondern insbesondere auch die #-Oxybuttersiiure 
yvermehren. G. Embden und H. Engel?) konnten zeigen, daB in 
der isolierten Leber aus den genannten Siiuren mit verzweigter 
Kohlenstoffkette primir Acetessigsiiure (unverzweigte Kette) ent- 
steht. Bei diesen und weiteren Beispielen der aliphatischen Reihe 
ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daf die festgestellten Um- 
setzungsprodukte nicht auf eine formelmiBige naheliegende Art 
aus den angewandten Substraten hervorgehen, sondern auf Um- 
wegen unter wesentlicher Beteiligung anderer verwandter Zell- 
bausteine gebildet werden. Es war daher wiinschenswert, nach dem 
Vorbild von F. Knoop?) durch Einfiihrung schwer verbrennlicher 
aromatischer Reste kérperfremde Verbindungen darzustellen und 
zu untersuchen, die in gewisser Richtung eindeutigeren Kinblick 
in die Bedeutung von Stellung und Natur der Seitenketten er- 
warten lieBen. Soweit es sich dabei um «-stiindige Methylgruppen 
handelt, sind uns auf diesem Wege schon H. D. Kay und H. 
St.Raper®) vorangegangen. Sie untersuchten in Fiitterungsversuchen 
an Hunden («¢-Methyl-dihydrozimt- 
siiure), die wie Dihydrozimtsiure leicht zu Benzoesiure (Hippur- 
siiure) abgebaut wurde, und «-Methyl-y-phenylbuttersiure, die ent- 
sprechend der nicht methylierten 7y-Phenylbuttersiure Phenylessig- 
siiure (Phenacetursiiure) lieferte. Methyl-phenylessigsiiure (Hydra- 
tropasiiure) wurde in bedeutenden Mengen unverindert ausgeschieden, 
weitere Derivate der schwer verbrennlichen Phenylessigsiure (‘Tropa- 
siure, Atrolaktinsiure, Atropasiiure) wurden ebenfalls im Harn 
fast quantitativ wiedergefunden. Kay und Raper stellten ferner 
fest, daB auch «¢-Methylzimtsiure (I) ohne Riicksicht auf die Seiten- 
kette zu Hippursiiure abgebaut wird. In vitro konnte H.S. Raper‘) 
die Bildung von Propionaldehyd aus Isobuttersiiure durch Hydro- 
peroxyd nachweisen. Er nahm daher an, da8 auch in vivo bei 
der Bildung von Propionsiure aus Isobuttersiiure keine Alkyl- 
abspaltung stattfindet, sondern daB eine Methylgruppe oxydativ 
angegriffen wird und die urspriinglich vorhandene Carboxylgruppe 
abgestoBen wird. Sieht man von der Frage nach dem Reaktions- 
mechanismus ab, so ergibt sich, da8 in allen angefiihrten Fiillen 
das Ergebnis des Tierversuchs mit den Erwartungen iibereinstimmt, 
die nach der Vorstellung yon der Abspaltung der Alkyle zu hegen 


') Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 323 (1908). 
*) Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 150 (1905). 
*) Biochemie. J. 16, 465 (1922); 18, 153 (1924). 
*) Biochemic. J. 8. 320 (1914). 
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sind: Der Abbau erfolgt als 8-Oxydation, wie wenn die Seiten- 
ketten nicht vorhanden wiiren. 


a-substituierte fettaromatische Carbonsauren. 


Kigene Versuche mit «-Methylzimtsiure (I) stehen mit den 
Angaben von H. D. Kay und H. St. Raper in guter Uberein- 


\_cH=c— 
I CH, 
stimmung. Wie diese erhielten wir aus dem Harn der Hunde 
etwa 30°/, d. Th. Hippursiiure und konnten keine unverinderte 
w-Methylzimtsiure isolieren. Es war zu erwarten, daB auch 
andere Alkyle, die man in die «-Stellung der Zimtsiure einfiihrt, 
beim Abbau ,,abgespalten“ oder ,,iibersprungen“ werden und ohne 
erheblichen Einflu8 auf die Bildung von Hippursiure sein werden. 
Aber schon der Austausch von Methyl gegen Athy] aindert das Ver- 
halten im Organismus wesentlich. Wir haben das Schicksal der 
bei 104° schmelzenden e«-Athylzimtsiiure (II) an Kaninchen und 


—CH=C—COOH —CH,—C—COOoH 
Il CH,—CH, CH—CH, 


Hunden gepriift. Diese Siure lieferte entgegen der Erwartung 
keine Hippursiiure, sondern erschien zu etwa 30°/, unveriindert 
im Harn. Von der isomeren e«-Benzylcrotonsiure (III), die sich 
nur durch die Lage der Doppelbindung unterscheidet, schieden 
die Hunde etwa 50°/, in unverindertem Zustande aus. Auch 
hier konnte keine Hippursiure isoliert werden. Man gewinnt den 
Kindruck, daB das Verhalten der «@-Athylzimtsiiure und der 
«-Benzylcrotonsiure in erster Linie durch das gleichartige Kohlen- 
stofiskelett bedingt wird, wihrend der Lage der Doppelbindung, 
wie auch in anderen Fallen, geringere Bedeutung zuzukommen 
scheint. Es wire von Bedeutung, festzustellen, ob bei den héheren 
a-Alkylzimtsiuren die n-Propyl- und n-Amylverbindungen wieder 
zu Benzoesiiure (Hippursaéure) abgebaut werden. Auch bedarf das 
Verhalten der cis-trans-isomeren Siiuren noch der Priifung. 


/-substituierte fettaromatische Carbonsduren. 


Im Gegensatz zur «-Methylzimtsiiure wird die #-Verbindung(IV) 
sowohl yon Hunden wie von Kaninchen nur schwer angegriffen. 
Sie tritt bei den Hunden vorzugsweise an Glykokoll gepaart in 
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den Harn iiber. Das erhaltene §-Methyl-cinnamoylglycin vom 
Schmelzp. 145° (V) wurde zum Vergleich auch in vitro synthetisiert. 


( 
CH, IV CH, V 

Bei Kaninchen trat die Paarung an Glykokoll in geringerem Um- 
fang ein (2—5°/,), die Hauptmenge der f-Methylzimtsiure (30°/,) 
wurde in freiem Zustand unverindert ausgeschieden. Die 8-Methy!- 
dihydrozimtsiure (VI) verhilt sich 
sehr Ahnlich. Wir fanden im Harn den gréBten Teil unverindert, 
30—35°/, in freier Form, 20—25°/, mit Glykokoll gekuppelt. 


\—CH—CH,—COOH 
CH, VI VI. CH, 


Auch aus /f-Styrylcrotonsiuren (VII) erhielten wir keine 
Hippursiure, die aus den entsprechenden nicht methylierten Ver- 
bindungen (Cinnamenylacrylsiuren) leicht gebildet wird. Bei groBen 
Gaben (8,0 g) und sorgfiltiger Aufarbeitung des Harns konnten 
allerdings sehr kleine Mengen Benzoesiiure (10 mg) isoliert werden. 
Soweit Derivate der f-Styrylcrotonsiiuren in den Harn gelangten, 
handelte es sich, wie aus den Analysen des experimentellen Teils 
hervorgeht, um komplizierte Gemische aromatischer Verbindungen, 
die am Benzolkern noch lingere Kohlenstoffketten trugen. Die 
f-stiindige Methylgruppe hat den Ablauf der #-Oxydation ver- 
hindert, mindestens auferordentlich erschwert. Zu demselben Er- 
gebnis fiihrte die Untersuchung der Tetrahydrosiure (VIII), der 


vit ¢ \_cH,—CH,—CH—CH,—COOH 
| 


CH, 


$-Methyl-d-phenylvaleriansiure, die im Gegensatz zu der von 
I. Knoop?) untersuchten d-Phenylvaleriansiure nicht oder nur 
in sehr untergeordnetem MaBe als Benzoesiiure (Hippursiure) aus- 
geschieden wird. 


Geraniumsaure, Citrale, Geraniol. 


H. Hildebrandt?) hat nach Fiitterung von Geraniumsiure (IX), 
von Citral (IX, CHO statt COOH) und von Geraniol (IX, CH,OH 


1) F. Knoop u. R. Oeser, Diese Z. 89, 141 (1914). 
*) Arch. f. exper. Path. 45, 110 (1901). 
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statt COOH) an Kaninchen im Harn eine Dicarbonsiure entdeckt, 
die nach ihrer Bruttoformel C,,H,,O, noch alle Kohlenstoffatome 


HC 
\C=CH—CH,—CH,—C=CH—COOH 
H,C | 
CH, 

enthilt und daher durch Oxydation einer Methylgruppe zu Car- 
boxyl entstanden sein muB. Daf es sich nicht um ein Lacton 
handelt, geht aus dem Verhalten bei der Titration und der Ad- 
dition von 4Bromatomen hervor. H. Hildebrandt hielt Formel X 


H,C” 


IX 


x C=CH—CH,—CH,—C=CH—COOH 


| 
COOH 


fiir méglich. Nach den an f-substituierten fettaromatischen Carbon- 
siuren gemachten Erfahrungen erschien uns ein Ubergang von 
IX in X nicht sehr wahrscheinlich, da wir weder bei $-Methyl- 
zimtsiure noch bei den §-Styrylcrotonsiuren auf entsprechende 
Dicarbonsiuren gestoBen sind. Wir haben daher die Versuche 
von Hildebrandt wiederholt. Die Angaben iiber elementare Zu- 
sammensetzung und Basizitit der im Harn auftretenden Siure 
aus Citral kénnen wir bestiitigen und das Vorliegen von 2 Doppel- 
bindungen durch katalytische Hydrierung weiter erhiirten. Die 
Dicarbonsiure gibt aber im Widerspruch zu Formel X beim Ozon- 
abbau') gar kein Aceton. Es ist daher anzunehmen, daB nicht 
die #-stindige, sondern eine endstindige Methylgruppe, die dem 
Isopropylidenrest angehért, zu Carboxyl oxydiert wird, wie es 
Formel XI zum Ausdruck bringt. Danach unterliegen Geranium- 


HOOG. 
C=CH-—CH,—CH,—C=CH—COOH 
H,C”% | 
CH, 

siure, Citral und Geraniol im Organismus einer w-Oxydation. Ein 
derartiger Oxydationsmechanismus ist erstmals von P. E. Verkade?) 
fiir Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen nach- 
gewiesen worden. Verkade fand, daf nach Fiitterung von Un- 
decylfett etwa 5°/, Undecyl-disiiure im Harn auftreten. Im Falle 
des Citrals betragen die besten Ausbeuten an der Dicarbonsiure 


1) Nach R. Kuhn u. H. Roth, Ber. chem. Ges. 65, 1285 (1932). 

*) Akad. van Wetensch. Amsterdam: Proc. 35, 251 (1932). P.E.Verkade, 
M. Elzas, J. van der Lee, H. H. de Wolff, A. Verkade-Sandbergen 
u. D. van der Sande, Diese Z. 215, 225 (1933). 
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(,)H,,0, etwa 10°/,. Die Frage, ob nur kérperfremde, kiinstliche 
Fettsiuren auf dem Wege der w-Oxydation angegriffen werden, 
oder aber auch normale Fettsiuren, ist, wie F. Knoop!) ausfiihrt, 
noch offen. Das Beispiel der Geraniumsiure, des Citrals und 
Geraniols erscheint uns bemerkenswert, weil es sich um natiirlich 
yorkommende Verbindungen der Terpenreihe mit einer paaren Zahl 
yon Kohlenstoffatomen handelt. 

In der Gruppe des Eremophilons ist soeben die iiberraschende Beob- 
achtung gemacht worden’), das sogenannte Isopropyliden-Isoprenyl- 
gleichgewicht durch Verinderungen des Molekiils, die durchaus nicht in 
unmittelbarer Nihe dieser Gruppen vorgenommen werden, grundsiitzlich 
verschoben werden kann. Fiir die Konstitution der Siiure C,,H,,O, wiire 
danach die Formel XII noch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen. 


XI 


C—CH,—CH, — CH,—C=CH—COOH 
Goon 

Die Fahigkeit des Tierkérpers, in aliphatischen Carbonsiuren 
endstiindige Methylgruppen oxydativ anzugreifen, steht wohl in 
Zusammenhang mit den bereits liinger vorliegenden Beobachtungen 
von H.Thierfelder und E. Klenk nach denen bei n-Alkylbenzolen 
primir ebenfalls die endstiindigen Methylgruppen der Paraffinketten 
oxydiert zu werden scheinen und die vermutlich entstehenden 
w-Phenylfettsiuren weiterhin dem von F. Knoop festgestellten 
Schicksal anheimfallen. 


Die vorliegenden Versuche erfassen nur einen Teil der Oxy- 
dations- und Abbauprodukte, die der Tierkérper aus den unter- 
suchten Verbindungen wohl erzeugt. Die Zahl der Substrate ist 
noch zu gering, um allgemeine GesetzmiBigkeiten betreftend Stel- 
lung und Natur der Seitenketten in ihrer Bedeutung fiir den 
Ablauf der Oxydationsvorgiinge abzuleiten. Aber man erkennt 
schon mit Sicherheit, daB im Gegensatz zur Annahme von der 
Kntalkylierung Seitenketten, schon Methylgruppen, in vielen Fiillen 
starke, unerwartete Anderungen des Verhaltens bedingen kénnen. 
Fiir die Synthese von Arzneimitteln ergeben sich daraus neue 
Richtlinien. Besonders auffallend ist die Erschwerung des Abbaues 
durch 9-stiindige Methylgruppen, deren Grund zweifellos im Mecha- 
nismus der @-Oxydation zu suchen ist. 


1) Diese Z. 209, 277 (1932). Die neueste Untersuchung von P.E.Verkade 
u. J. van der Lee, Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam, Proc. 36, 314 (1933) 
zeigt, daB auch paarige Fettsiuren der w-Oxydation unterliegen. 

*) A.E. Bradfield, A. R. Perfold u. J. L. Simonsen, Soe. 1932, 2744. 

*) Diese Z. 141, 13, 29 (1924). 
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Diese Erscheinung, der wir zuerst an fettaromatischen Carbonsiuren 
begegnet sind, ist schon an einfachen Verbindungen der aliphatischen Reihe 
festzustellen. Wir konnten nach subcutaner Injektion der Natriumsalze 
Methyl-fumarsiiure (Mesaconsiiure) und #-Methylerotonsiure (8,6-Dimethyl. 
acrylsiure) aus dem Harn der Hunde in geringen Mengen unverindert 
zuriickgewinnen, wihrend in Kontrollversuchen mit den nichtmethylierten 
Verbindungen weder Fumar- noch Crotonsidure zu isolieren war. 


Beschreibung der Versuche. 


Praparate. 


a-Methylzimtsiiure. Aus Benzaldehyd, Propionsiure-anhydrid 
und Natrium-acetat.') Schmelzp. 74° (niedriger schmelzende Form der trans- 
Siiure). 

«-Athylzimtsiure. Aus Benzaldehyd, Buttersiure-anhydrid und 
Natrium-acetat nach A. Michael.’?) Schmelzp. 104° (héher schmelzende 
Form). 

«-Benzylerotonsiure. Nach F. Fichter und E. Alber’) aus 
Benzylacetessigester tiber die a-Benzyl--oxybuttersiiure. Schmelzp. 100°. 

8-Methylzimtsiiure. Nach H. Rupe‘) aus Acetophenon, Brom- 
essigsiiure-methylester und Zink. Schmelzp. 99° (niedriger schmelzende 
Form). 

dl,f-Methyl-dihydrozimtsiure. Aus #-Methylzimtsiure vom 
Schmelzp. 99° durch Reduktion mit Natrium-amalgam nach H. Rupe.) 
Weitere Priiparate durch katalytische Hydrierung mit Platinoxyd in Eis- 
essig. Siedep.,, = 158°, Schmelzp. 39—40”. 

8-Styrylerotonsiuren. Aus Benzalaceton, Bromessigsiuremethy]- 
ester und Zink nach R.Kuhn und M. Hoffer.) Gemische der niedriger 
schmelzenden Siure (Schmelzp. 123—124°) mit der héher schmelzenden 
Siiure (Schmelzp. 160°) und die durch Umlagerung mit Jod im Sonnenlicht 
dargestellte reine hochschmelzende Siiure fiihrten zu gleichartigen Ergeb- 
nissen. 

d,l-Tetrahydro-f-styrylerotonsiure. 10g #-Styrylcrotonsiure 
(Gemisch der cis-trans-Isomeren) wurden mit 200 mg Platinoxyd in 150 ccm 
Kisessig bis zur Aufnahme von 2,2 Molen Wasserstoff hydriert. Farbloses 
Ol vom Siedep.,;, = 178°, Siedep.,, = 168°. 

(I). Kin Hund erhielt 2,2 g der Siure 
als Natriumsalz in wiBriger Lisung subcutan. Der wihrend 
48 Stunden gesammelte Harn wurde bei schwach alkalischer Re- 
aktion im Vakuum auf 200 ccm eingeengt, mit Phosphorsiure 
angesiiuert (Kongopapier) und 48 Stunden mit Ather extrahiert. 


1) H. Rupe, Liebigs Ann. 369, 320 (1909). 
) Ber. chem. Ges. 34, 927 (1901). 

8) J. prakt. Chem. 74, 335 (1906). 

*) Liebigs Ann. 369, 321 (1909). 

5) Liebigs Ann. 369, 323 (1909). 

®) Ber. chem. Ges. 65, 658 (1932). 
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Beim Verdampfen des Athers hinterblieben 0,9 g krystallinische 
Siiuren, die zur Reinigung in verdiinnter Sodalisung aufgenommen, 
mit Ather griindlich durchgeschiittelt und durch Ansiiuern wieder 
in Freiheit gesetzt wurden. Aus Essigester krystallisierten 0,60 g 
Hippursiiure vom Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 195°, Un- 
veriinderte «-Methylzimtsiiure konnte nicht isoliert werden. 


a-Athylzimtsaiure (II). 3 Kaninchen bekamen je 1,0 der 
Siiure subcutan als Natriumsalz in wiifBriger Lisung. Der ver- 
einigte Harn lieferte bei der eben beschriebenen Verarbeitung 
1,0 g unveriinderte «-Athylzimtsiiure. Nach wiederholten Kry- 
stallisationen wurden 80mg vom Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzp. 104° erhalten. Ein Hund, dem 2,0 g Siure als Natrium- 
salz subcutan eingespritzt wurden, schied 0,4 g unveriindert aus. 
Der Schmelzpunkt wurde auch hier erst nach wiederholten Kry- 
stallisationen bei 104° konstant, wobei die Menge auf 15 mg 
zuriickging. Die Mutterlaugen waren praktisch frei von Stickstoff, 
so daf nennenswerte Hippursiiuremengen nicht vorhanden gewesen 
sein kénnen. 


(III). Bei subcutaner Einspritzung des 
Natriumsalzes bekamen mehrere Hunde starke Abszesse. Ein 
Hund, der die Injektion vertrug (5,0 g der Siiure auf 2 Tage ver- 
teilt), schied im Harn 3,2 g krystallisierende Siiuren in ungepaarter 
Form aus. Das Rohprodukt war praktisch frei von Stickstoff 
und lieferte aus Benzin 2,0 g unveriinderte «-Benzylcrotonsiiure 
vom Schmelzp. 99° in seidigen farblosen Nadeln. Mischschmelz- 
punkt 99—100°. 

4,128, 4,203 mg Subst.: 11,38, 11,61 mg CO,, 2,64, 2,69 mg H,O. — 
2,124, 7,217 mg Subst.: 1,19, 4,15 cem n/100-NaQOH. 


C,,H,,0, Ber. C 75,00 H 6,81 Aquiv.-Gew. 176 
Gef. ,, 75,16, 75,29  ,, 7,18, 7,16 ‘ 178, 174. 


f-Methylzimtsdure (IV). 2 Hunde erhielten subcutan je 
2,0 g der Siure als Natriumsalz, das gut vertragen wurde. Der 
Kthetanesug des eingeengten Harns hinterlieB beim Verdampfen 
ein braunes Ol, das beim Schiitteln mit wenig Wasser zum groBten 
Teil kry stallinisch erstarrte. Durch Umkrystallisieren aus Ather 
und Kssigester erhielten wir 0,30 g glasklare derbe Prismen, die 
bei 144,5—145° schmolzen und nach der Analyse aus £-Methy]- 
zimtsiure und Glykokoll unter Austritt von Wasser entstanden 
waren, 


lrid 
ins- 

a 
und 
nde 
aug 
10°, 
ym- 
ide 
om 
yl: 
rer 
en | 
ht 
re 
m 
es 
d 
3 
e 


944 Richard Kuhn und Kyriako Livada, 


3,807, 4,086 mg Subst.: 9,16, 9,87 mg CO,, 2,113, 2,25 mg H,O. 
6,007, 6,061 mg Subst.: 0,344 (21°, 750 mm), 0,349 (22°, 750 mm) eem N, — 
10,496, 10,764 mg Subst.: 4,65, 4,75 ecm n/100-NaOH. 


C,,.H,,NO, Ber. C 65,72 H 5,98 N 6,39 T 219 
Gef. ,, 65,65, 65,87 ,, 6,20, 6,16 ,, 6,56, 6,58 ,, 226, 296, 


In zwei gleichartigen Versuchen, bei denen die Hunde das 
Natriumsalz peroral erhielten, lieferte die Verarbeitung des Harns 
den gréBten Teil der angewandten /-Methylzimtsiure in un- 
gepaartem Zustande zuriick. Es besteht die Méglichkeit, dag 
die Tiere erbrochen hatten. 

3 Kaninchen erhielten 10,0 g ?-Methylzimtsiure, als Natrium- 
salz auf 2 Tage verteilt, subcutan eingespritzt. Aus dem Harn 
isolierten wir in der angegebenen Weise 3,0 g unveriinderte freie 
Siure (2,5 g vom richtigen Schmelzp. 99°), sowie 0,20 ¢ des 
Kupplungsproduktes mit Glykokoll, das in Ubereinstimmung mit 
dem aus Hundeharn erhaltenen bei 145° schmoldz. 

Zur Synthese von #-Methyl-cinnamoyl-glycin (V) setzten wir 
1 Teil #-Methylzimtsiure mit 5 Teilen Thionylchlorid auf dem 
Wasserbad um (}/, Stunde) und destillierten im Vakuum (20 mm) 
das iiberschissige Thionylchlorid ab. Das erhaltene Siiurechlorid 
wurde in Benzol mit 2 Teilen Glykokollithylester zur Reaktion 
gebracht, die unter betrichtlicher Erwirmung leicht vonstatten 
ging. Nach dem Ausschiitteln mit Wasser wurde alkalisch verseift. 
Beim Ansiuern fiel in guter Ausbeute die erwartete Verbindung aus, 
die nach dem Umkrystallisieren aus Essigester bei 145° schmolz. 
Der Mischschmelzpunkt mit den aus Hunde- und Kaninchenharn 
gewonnenen Priparaten lag bei genau gleicher Temperatur. 

d,1-$-Methyl-dihydrozimtsaure (V1). 2 Hunde erhielten 9,0 g der 
Siure als Natriumsalz subcutan. Der vereinigte Harn (48 Stunden} 
wurde bei schwach alkalischer Reaktion im Vakuum auf 380 ccm 
eingeengt, mit Phosphorsiure angesiiuert und 48 Stunden mit 
Ather extrahiert. Die Atherlisung schiittelten wir mit n-Soda- 
lésung aus. Beim Ansiuern schieden sich 7 ccm braunes Ol aus, 
das stark stickstoffhaltig war. Es wurde in 25 ccm Ather gelist 
und mit 75 ccm Petrolither (Siedepunkt bis 50°) versetzt, wobei 
eine tiefbraune Fillung entstand, die mit 100 ccm Petroliither 
nachbehandelt wurde. Die Petroliitherlésungen enthielten 3,5 ¢ 
stickstoff-freie élige Siuren, die unter 0,65 mm der Destillation 
unterworfen wurden. Die Hauptmenge (3,0 g) ging bei 128—135° 
als fast farbloses, klares Ol iiber, das im Kisschrank allmiiblich 
krystallisierte und sich als unveriinderte §-Methyl-dihydro- 
zimtsiure erwies. 
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15,222 mg Subst.: 9,41 cem n/100-NaOH. — 7,468 mg Subst.: 4,76 ccm. 
C,,H,.0. Ber. Aquiv.-Gew. 164  Gef. Aquiv.-Gew. 160, 160. 

Yur Identifizierung wurde das Amid bereitet, das bei 102° 
schmolz und mit einem Vergleichspriiparat von d,l--Methyl- 
dihydrozimtsiiure-amid (Schmelzp. 105°) keine Erniedrigung des 
Schmelzpunktes zeigte. Die aus Hundeharn erhaltene Verbin- 
dung, die leider nicht auf optische Aktivitit gepriift wurde, ent- 
hielt noch etwas zu wenig Stickstoff: 

4,247 mg Subst.: 0,295 ecem N (18°, 760 mm). — 4,247 mg Subst.: 


0,297 eem N (17°, 759 mm). 
C,oH,sNO Ber. N 8,57 Gef. N 8,15, 8,22. 


Zwischen 145 und 155° destillierten unter 0,7 mm noch etwa 
0,3 g teilweise rasch krystallisierende Siuren, die auf Ton ab- 
gepreBt wurden. Durch Sublimation im Hochvakuum erhielten 
wir daraus 0,1 g #-Methylzimtsiure vom Schmelzp. 97°. Misch- 
schmelzpunkt 97—98°. 

Die braune Fallung, die wir auf Zusatz von Petrolither zum 
Atherextrakt erhalten hatten, wurde mit 50 ccm 2n-Natronlauge 
48 Stunden am siedenden Wasserbad hydrolysiert. Dann wurde 
angesiuert, mit Ather erschépft und der Riickstand der Ather- 
léisung mit Petrolither behandelt. Dieser nahm 2,0 g #-Methyl- 
dihydrozimtsiure auf, die urspriinglich offenbar an eine Amino- 
siiure gekuppelt war. Der in Petrolither unlésliche Anteil wurde 
2mal mit absolutem Alkohol zur Trockne verdampft, mit 10 ccm 
absolutem Athylalkohol tibergossen und mit Chlorwasserstoff ge- 
siittigt. Die iibliche Verarbeitung lieferte 0,3 g farblose Nadeln, 
die sich als Glykokollesterchlorhydrat (Schmelzp. 145°) er- 
wiesen haben. 

f-Styrylerotonsduren (VII). 8,0 g des Gemisches der cis-trans- 
isomeren Siuren wurden als Natriumsalz subcutan gespritzt (2,0 ¢ 
pro die und Hund.) Der eingeengte Harn gab bei erschépfender 
Behandlung an Ather 3,0 g Siiuren ab, die in Sodalésung auf- 
genommen und wieder in Ather iibergefiihrt wurden. Auf Zusatz 
von Petrolither zur eingeengten Atherlisung entstand nur eine 
geringe braune Fillung, die Hippursiure und andere gepaarte 
Siuren enthalten haben kann, Aus dem Petroliither krystallisierten 
10 mg Benzoesiure (gef. C 68,91, H 5,17) vom Schmelzp. 122° 
(Mischprobe). Der Rest wurde unter 0,5 mm fraktioniert: 

1. 140—145° (Olbad) 05g C7140 H 728 Aquiv.-Gew. 213 
2. 145—150° (Olbad) 05g 71,69 H 7,41 212 
3. freie Flamme .. 0,8 ¢ C 69,00 H 7,09 199 
4. 3 nochmals dest. a C 66,94 H 7,30 ‘i 202. 
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Das Aquivalentgewicht der Ausgangssubstanz betriigt 188, das 
der Benzoeséure 122. Ein weiterer Versuch mit 8 g reiner hoch- 
schmelzender #-Styrylcrotonsiure (160°) lieferte ein sehr dhnliches 
Ergebnis (3,0 g Saéuregemisch). 

(VIII). Angewandt wurden 10,0 ¢ 
Siiure (2,5 g pro die und Hund subcutan). Die Verarbeitung des 
Harns erfolgte wie bei der nicht hydrierten Saéure. Aus der ge- 
reinigten, eingeengten Atherlésung fiel auf Zusatz von Petroliither 
wieder nur sehr wenig braune stickstoffhaltige Substanz aus, die 
Hippursaure enthalten haben kann. Die im Petrolither enthaltenen 
stickstofffreien Sauren (3,5 g) wurden der Destillation (etwa 0,5 mm) 


unterworfen und folgende Proben analysiert: — 
1. 110—120° (Olbad) C 63,63 H 815 Aquiy.-Gew. 140 


2. um 140° (lbad) C 70,12 H 7,98 165 
3. 155—162° (Olbad) C 72,12 H 8,16 i 185 
4, freie Flamme .. C 67,93 H 8,31 1‘ 201. 


Die 1. Fraktion (0,1 g) kann Benzoesiiure enthalten haben. 
Das Aquivalentgewicht des Ausgangsmaterials betragt 192. 

Citral (IX). Verwendet wurde ein Priiparat von Schimmei & Co. 
(Gemisch yon Citrala und Citral b), das die Hunde in Mengen 
von 2,0—4,0 g pro Tag subcutan erhielten. Der Harn wurde nach 
den Angaben von Hildebrandt zunichst mit gesiittigtem Baryt- 
wasser, dann mit neutralem Bleiacetat und zuletzt mit basischem 
Bleiacetat gefallt. Die basische Bleifillung wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid zur Trockne 
verdampft. Den Riickstand extrahierten wir mit Essigester, aus 
dem sich beim Eindunsten die Dicarbonsiiure ausschied. Zur 
Reinigung wurde aus warmem Wasser und aus Ather umkrystalli- 
siert, zur Analyse iiber Chlorcalcium im Hochvakuum getrocknet. 
Schmelzp. 190°. 

3,854 mg Subst.: 859mg CO,, 2,53mg H,O. — 3,746 mg Subst.: 
8,33 mg CO,, 2,355 mg H,O. — 0,125 mg Subst. in 1,904 mg Campher: 
A = 12,8°. — 0,407 mg Subst. in 4,360 mg Campher: 4 = 18,8° (Rast). — 
4,804 mg Subst.: 4,86 cem n/100-NaOQH. — 4,787 mg Subst.: 4,78 eem n/100- 
NaOH. — 8,319 mg Subst.: 0,10 cem n/20-Jod. — 5,970 mg Subst.: 0,05 eem 
cari ong — 2,819 mg Subst. gegen 1,456 mg Sorbinsiure: 4 = + 20 mn, 


C,,.H,,O, Ber. C 60,66 H 7,07 Mol.-Gew. 198 
Gef. ,, 60,78, 60,65 7,34, 7,04 » 205, 199. 
C,H, Ber. 0,00 fF 2,00 Aquiv.-Gew. 99 
C,H,  Gef. 0,0, 0,0 2,03 99, 101. 


Bei einzelnen Darstellungen fiel es auf, daB ein Teil der 
Saure in Ather leichter léslich war, aber ebenfalls bei 190° schmolz. 
Es ist mit dem Auftreten von cis-trans-Isomeren zu rechnen. 
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Fraktionierung und Reindarstellung organischer Substanzen 
nach dem Prinzip der chromatographischen Adsorptionsanalyse. 


Von 


Alfred Winterstein und Gertrud Stein. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1933.) 


I. Mitteilung: Anwendungsbereich. 
Mit 2 Figuren im Text. 


Vor etwa 25 Jahren hat M. Tswett?) fiir seine Untersuchungen 
iiber Pflanzenfarbstoffe eine Trennungsmethode, die sogenannte 
chromatographische Adsorptionsanalyse, ausgearbeitet, 
welche sich in neuester Zeit fir die Bearbeitung verschiedener 
ptlanzenchemischer Probleme, insbesondere fiir die Trennung von 
Carotinfarbstoffen und Chlorophyllen als sehr brauchbar erwiesen 
hat. Diese Methode beruht im Prinzip darauf, daB die zu ana- 
lysierende Farbstofflisung durch eine mit einem geeigneten Adsorp- 
tionsmittel beschickte Réhre filtriert wird. Durch Waschen mit 
einem Lésungsmittel (Entwicklungsfliissigkeit) wird dann ein 
»Chromatogramm*“ entwickelt, in welchem sich die verschiedenen 
Farbstoffe in mehr oder minder scharf abgegrenzten Zonen be- 
finden. Nach mechanischer Trennung der Zonen werden die Farb- 


stoffe einzeln eluiert. 

DaB dieses Adsorptionsverfahren erst in neuerer Zeit durch R. Kuhn 
und Mitarbeiter®71"'5) u. a. gewissermaBen neu entdeckt werden konnte, 
ist auf verschiedene Umstinde zuriickzufiihren. Die ausfiihrliche Be- 
schreibung der Methodik erfolgte in einer in russischer Sprache verfaBten 
Abhandlung (Warschau 1910), nachdem M. Tswett kurze Mitteilungen in 
den Berichten der deutschen botanischen Gesellschaft iiber seine Unter- 
suchungen gemacht hatte. Die Bedeutung dieser Methode fiir biochemische 
Arbeiten wurde in der Folge anscheinend nur noch von Ch. Dhéré*) und 
Mitarbeitern erkannt, die sie mit Erfolg bei der Trennung der Farbstoffe 
von Schneckenlebern anwandten. L.§S. Palmer und C. H. Eckles*) be- 
dienten sich des Tswettschen Verfahrens bei einer Untersuchung iiber die 
Farbstoffe des Milchfettes. 

Fiir das Chlorophyllgebiet wurde die Methode von R. Willstitter 
und A.Stoll‘) verworfen, da die Gefahr einer Veriinderung der Chloro- 
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phylle bei der Adsorption zu groB schien. Im Jahre 1929 wurde die Adsorp. 
tionsmethode durch F. M. Schertz*) auch fiir das Gebiet der Carotinfarb. 
stoffe abgelehnt. Nach F. M. Schertz soll es nicht méglich sein, Carotip 
und Xanthophyll auf chromatographischem Wege zu trennen, da sich die 
beiden Farbstoffe im Chromatogramm iiberdecken. Tatsiichlich ist gerade 
die Trennung dieser beiden Farbstoffe sehr leicht durchzufihren. 

Seit 1931 wird durch die Arbeiten von R. Kuhn und Mitarbeitern ge. 
zeigt, daB die chromatographische Adsorptionsanalyse speziell auf dem 
Carotingebiet sehr gute Dienste leistet. Fiir priparative Zwecke wurde 
dieses Verfahren erstmals von R. Kuhn, A. Winterstein und E. Lederer‘, 
bei der Treunung der Eidotterfarbstoffe (Lutein und Zeaxanthin), dann yon 
R. Kuhn und E. Lederer’) zur Fraktionierung des Carotins angewandt, 
Die Tswettsche Methode erwies sich in der Folge nach einigen Modifi- 
kationen als der einzig gangbare Weg fiir die Trennung nahe verwandter, 
insbesondere isomerer Carotinfarbstoffe. 


Vergleich mit anderen ahnlichen Methoden. 


Die von F. Goppelsréder*) beschriebene ,,Capillaranalyse“ ist der 
Tswettschen Methode in mancher Hinsicht weit unterlegen. Sie ist vor 
allem fiir priiparative Zwecke ungeeignet, ferner fiihrt sie, wie A. Winter- 
stein und U. Ehrenberg’) festgestellt haben, leicht zu irrigen Schliissen. 


Von der iiblichen Adsorptionsmethode (Schiitteln der Lisung 
mit einem Adsorbens) unterscheidet sich die Adsorption im Rohr 
prinzipiell nicht. In beiden Fiillen werden primiir die gelisten 
Substanzen, entsprechend ihren Adsorptionsaffinitaten (Adsorptions- 
isotherme) adsorbiert. Den wesentlichen Unterschied zwischen 
der gewdhnlichen und der chromatographischen Adsorptions- 
analyse bedingt erst die Entwicklung des primiren Adsorbates. 
Dabei werden minimale Unterschiede des Adsorptions- und Elu- 
tionsverhaltens durch auB8erordentlich zahlreiche Kinzeladsorptionen 
und Einzelelutionen, die sich beim Fortwandern der Farbstotie 
im Adsorptionsrohr immer wieder abspielen, schlieBlich in Form 
des Gesamteffektes (Chromatogramm) erkennbar. 

Der groBe Vorteil der im Rohr durchgefiihrten Adsorption 
gegeniiber den anderen Adsorptionsmethoden zeigt sich vor allem 
bei Arbeiten mit sauerstoffempfindlichen Substanzen. Das Chromato- 
cramm JiBt sich leicht unter vélligem Ausschlu8 von Sauerstott 
entwickeln, die Zerlegung des Chromatogramms und die Elution 
der Adsorbate laBt sich bei Verwendung geeigneter Adsorptions- 
rohre sehr rasch bewerkstelligen. 


Moglichkeiten der Anwendung. 
Uber die Verwendungsmiglichkeit der chromatographischen 
Adsorptionsanalyse liegen weitgehende Erfahrungen bis jetzt nur 
auf dem Gebiet der Carotinfarbstoffe und der Chlorophylle vor. 
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Ausschlaggebend fiir den Erfolg einer chromatographischen 
Trennung ist die richtige Wahl des Adsorptionsmittels. 
Theoretisch ist die Variationsméglichkeit in der Auswahl der 
Adsorptionsmittel sehr groB. Es kommen Salze, Oxyde, Hydr- 
oxyde, Zuckerarten usw. in Betracht. GréBere Erfahrungen be- 
sitzen wir bis jetzt nur bei der Verwendung verschiedener Arten 
yon Aluminiumoxyd, Calciumearbonat, Talkum und Zucker. Fiir 
die in der folgenden Mitteilung beschriebene Reindarstellung der 
Chlorophylle kommt z. B. nur Zucker in Betracht; an Calcium- 
carbonat, Aluminiumoxyd, Natriumsulfat usw. adsorbiertes Chloro- 
phyll wird rasch verindert. An Stelle der sehr gut adsorbierenden, 
aber sehr kostspieligen Fasertonerde nach W.Wislicenus ver- 
wenden wir ein besonders aktiviertes und standardisiertes Alu- 
miniumoxyd.*) Mit diesem Aluminiumoxyd gelang uns neuerdings 
die Trennung einer Carotinoidfraktion aus Gonocaryumfriichten, die 
urspriinglich als einheitlich angesprochen worden war. P. Karrer 
und O. Walker?°) verwenden neuerdings mit sehr gutem Erfolg 
Calciumoxyd bzw. Calciumhydroxyd zur Darstellung von reinem 
a-Carotin. Ob das Calciumhydroxyd dem oben erwiihnten akti- 
vierten Aluminiumoxyd iiberlegen ist, steht noch nicht fest. 

Bei richtiger Wahl des Adsorptionsmittels und der Ent- 
wicklungsfliissigkeit lassen sich nach der chromatographischen 
Adsorptionsmethode Carotinoide voneinander trennen, die infolge 
iihnlicher Léslichkeitseigenschaften durch fraktionierte Krystalli- 
sation praktisch nicht mehr trennbar sind. Die Adsorptions- 
affinititen sind von der Konstitution und Konfiguration 
viel stiirker abhingig als die Léslichkeiten. 

Wie auBerordentlich stark das Adsorptionsverhalten von der 
Konstitution isomerer Kohlenwasserstoffe abhiingt, geht z. B. aus 
Untersuchungen von R. Kuhn und H. Brockmann’) hervor, 
nach welchen die Abtrennung von 0,1°/, y-Carotin aus einem Ge- 
misch von etwa 85°/, #-Carotin und 15°/, @-Carotin gelang. 
Wihrend V. Lubimenko?’) in den Friichten von Gonocaryum 
pyriforme nur die Anwesenheit eines einzigen Carotinfarbstoffs 
feststellen konnte, gelang auf chromatographischem Wege die 
Isolierung von Lycopin, «-, B-, und y-Carotin sowie der spektro- 
skopische Nachweis eines weiteren Carotinoids (d-Carotin). Lycopin, 
das 13 Doppelbindungen enthilt, wird am leichtesten adsorbiert, 


*) Aluminiumoxyd zur Adsorption, standardisiert nach H. Brockmann, 
erhiltlich bei E. Merck, Darmstadt. 
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es bleibt im obersten Teil des Chromatogramms hingen. y-Carotin, 
mit 12 Doppelbindungen, liBt sich etwas leichter auswaschen und 
bildet im mittleren Teil des Chromatogramms eine Zone, wihrend 
f- und «@-Carotin, die nur 11 Doppelbindungen besitzen, sehr viel 
rascher in den unteren Teil des Adsorptionsrohres wandern. Da 
sich diese beiden Kohlenwasserstoffe im wesentlichen nur durch 
die Lage der Doppelbindung unterscheiden, ist die chromato- 
graphische Trennung nur durch besondere Wahl des Adsorptions- 
mittels méglich. 

Im Falle der Carotin-kohlenwasserstoffe gehen die Adsorptions- 
affinitiiten parallel mit der Verschiebung der Absorptionsbanden: 
Lycopin, das am langwelligsten absorbiert, wird am leichtesten 
adsorbiert, «-Carotin, welches am kurzwelligsten absorbiert, wird 
am schwersten adsorbiert. 


Lage im Chromatogramm Farbstoff Absorptionsbanden in CS, 


oben Lycopin 546 504 474mu 
y-Carotin 5383 496 463 mu 
0-Carotin 526 490 «457 mu 
8-Carotin 520 485 453 mu 
unten a-Carotin 510 475 444 mu 


Kin betriichtlicher Unterschied in den Adsorptionsaffinitiiten 
besteht zwischen Verbindungen verschiedenen Sauerstoffgehaltes. 
Die Xanthophylle werden von Calciumcarbonat ziemlich stark 
festgehalten, wiihrend die Carotine praktisch nicht adsorbiert 
werden. Andererseits wird Lutein so stark an Aluminiumoxyd 
adsorbiert, daf es mit Benzin nur sehr schwer ausgewaschen 
werden kann, wihrend die Carotin-kohlenwasserstofie leicht zum 
Chromatogramm entwickelt werden kénnen. 

Bei der chromatographischen Analyse eines Gemisches von 
Zeaxanthin C,,H,,.0,, Rhodoxanthin C,,H,,O, und Carotin C,,H,, 
bedingt der verschiedene Sauerstoffgehalt sowie die verschiedene 
Bindungsart des Sauerstofis eine sehr starke Differenzierung der 
Zonen. Wird ein solches Gemisch an Aluminiumoxyd adsorbiert, 
so bleibt das Zeaxanthin auch bei lingerem Nachwaschen mit 
Benzin in der obersten Schicht hiingen; Rhodoxanthin wandert 
sehr viel rascher nach unten, trotzdem es mehr Doppelbindungen 
enthilt als Zeaxanthin: Alkohole werden an Alumiumoxyd 
sehr viel stirker adsorbiert als Ketone. Carotin findet sich 
schon im Filtrat, wihrend Rhodoxanthin noch quantitativ im 
Rohr festgehalten wird. 


i } 
4 
} 
} 
i 
i 
| 


Fraktionierung und Reindarstellung organischer Substanzen usw. 9251] 


Wihrend nach den friiher iblichen Darstellungsmethoden 
aus den Bliiten des HahnenfuBes nur Lutein gewonnen worden 
war, konnten R. Kuhn und H. Brockmann”) nach der Adsorp- 
tionsmethode feststellen, da& mindestens 4 verschiedene Xantho- 
phylle in den Ranunculusbliiten enthalten sind. Taraxanthin 
und Violaxanthin C,,H,,O, mit 4 Sauerstoffatomen werden am 
stiirksten adsorbiert, Flavoxanthin C,,H,,O. findet sich im mittleren 
‘'eil das Chromatogramms, wihrend Lutein am wenigsten adsor- 
biert wird. Die der Formel C,,H,,O, entsprechende Mittelstellung 
des Flavoxanthins kommt im Adsorptionsverhalten sehr gut zum 
Ausdruck, Ebenso wie in anderen Fiallen geniigt auch hier die 
Differenz eines Sauerstoffatoms, um dieses Xanthophyll von Viola- 
xanthin und Lutein abzutrennen. 

Fiir die bis jetzt bekannten Carotinfarbstoffe (mit Ausnahme 
der Carotinoidcarbonsiiuren und des Capsanthins) liBt sich folgende 
Adsorptionsreihe aufstellen: 


am stiirksten adsorbiert: Fucoxanthin C,,H;,0, ) 


aus Violaxanthin C,,H,,0, 
Taraxanthin C,,H;,0, 
Flavoxanthin C,H,,0, ¢ Atkehole (CaCO, 
Bs Rhodoxanthin C,,H;,O, Keton 8 
\< Lycopin | Kohlen- Al,O, 
y-Carotin 
Y 6-Carotin Co Hse | stoffe 
am schwiichsten adsorbiert: «-Carotin C,H. 


Die Alkohole werden so stark an Aluminiumoxyd adsorbiert, 
daB eine Trennung nur durch langes Waschen mit Benzin— 
Benzol-Gemisch miglich ist; man verwendet besser Calcium- 
carbonat als Adsorptionsmittel. Die Kohlenwasserstotfe werden 
von Calciumearbonat dagegen nur sehr wenig festgehalten, hier 
verwendet man zweckmiBig Aluminiumoxyd als Adsorbens. 

Kine Trennung von Bixin, Crocetin und Azafrin bzw. deren 
Methylestern lit sich auf chromatographischem Wege sehr leicht 
durchfiihren, ferner lassen sich auch cis- und trans-Crocetin- 
dimethylester durch Adsorption voneinander trennen. 

Besonders instruktiv fiir die Anwendungsmdglichkeiten der 


Tswettschen Methode ist das Beispiel der Chlorophylle. Chloro- 
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phyll b unterscheidet sich von Chlorophyll a durch den Mehr- 
gehalt eines Sauerstoffatoms. Diese Differenz ist, wie wir in der 
folgenden Mitteilung zeigen, trotz des hohen Molekulargewichtes 
hinreichend, um eine quantitative Trennung und Reindarstellung 
der Chlorophylle zu erméglichen. 

Schon M. Tswett hat darauf hingewiesen, daB die Adsorp- 
tionsmethode nicht nur zur Trennung der Carotinfarbstoffe und 
der Chlorophylle, sondern auch zur Fraktionierung far)- 
loser Substanzen anwendbar sein miisse. 

Genauere Angaben iiber die Méglichkeit, die Adsorptions- 
analyse zur Trennung farbloser Substanzen zu verwenden, liegen 
erst seit neuester Zeit vor. P. Karrer und Mitarbeiter 4) sowie 
I. M. Heilbron und Mitarbeiter’®) berichten iiber die Reinigung 
von Vitamin A-Priparaten. Dabei diirfte das von P. Karrer 
und K. Schépp?*) neuerdings verwendete Calciumhydroxyd zweck- 
miiBiger sein, als die friiher yerwandte Fasertonerde. In Uber- 
einstinmung mit den Angaben von I. M. Heilbron beobachtete 
in unserem Institut auch H. Brockmann, daB das Vitamin A 
nach der Adsorption an Fasertonerde au8erordentlich labil ge- 
worden war. 

Bei der ,,chromatographischen“ Trennung farbloser Substanzen 
bestehen die Schwierigkeiten vor allem darin, daB die einzelnen 
Zonen nicht mehr als solche zu erkennen sind, und man melr 
gefiihlsmiBig eine Zerlegung des ,,Chromatogramms“ durchfihren 
mub. Diese Schwierigkeiten lassen sich, wie wir in Vorversuchen 
erkannt haben, wenigstens teilweise dadurch beheben, daf zu dem 
zu trennenden Gemisch farbloser Substanzen kleine Mengen von 
Farbstoffen zugesetzt werden, deren Adsorptionsaffinitiiten im Ver- 
gleich zu denjenigen der farblosen Verbindungen genau bekannt sind. 

Trotz dieser Schwierigkeiten haben wir die Adsorptions- 
methode in den letzten Jahren mit sehr gutem Erfolg auf 
dem Sterin- und Sapogeningebiet angewandt. 

Ebenso wie bei den Carotinoiden macht sich auch bei Sterinen 
die Anzahl der Doppelbindungen stark auf den Grad der Adsorp- 
tion bemerkbar: Ergosterin wird wesentlich stirker von 
Aluminiumoxyd adsorbiert als Cholesterin. Nach ein- 
maliger Adsorption eines kiinstlich dargestellten Gemisches von 
99,5 °/, Cholesterin und 0,5 °/, Ergosterin an Aluminiumoxyd war 
der Ergosteringehalt der obersten Schichten auf etwa 2°/, ge- 
stiegen. Bei der Adsorption eines Handelscholesterins, daB 3/3, °/, 
Provitamin D (Ergosterin) enthielt, ergab sich nach einmaliger 
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Entwicklung des ,,Chromatogramms“ in der obersten Schicht eine 
Anreicherung des Ergosterins um das 3,5 fache. Von 5,7 mg ein- 
gefiihrten Ergosterins fanden sich in der obersten Schicht 4 mg, 
der Rest wurde in der zweiten Schicht festgehalten, wiihrend in 
den tieferliegenden Zonen spektrographisch kein Ergosterin mehr 
nachzuweisen war. In einer zweiten Adsorption konnte eine An- 
reicherung des Ergosterins auf das 6fache des Aus- 
eangswertes festgestellt werden. Es diirfte nach diesen Vor- 
versuchen ohne groBe Schwierigkeiten méglich sein, das Ergosterin 
aus dem Handelscholesterin zu isolieren. Wir sind mit diesem 
Problem beschiéftigt. Die untenstehende Fig. 1 zeigt die auf 
spektrographischem Wege gemessene Anreicherung von Ergosterin 


Qoal. 


0.05}. 


200 250 300 mu 


Fig. 1. 
Cholesterin, Ergosterin enthaltend. —-—+-—- nach einmaliger Adsorption. 
———— nach zweimaliger Adsorption. 

Vermutlich wird es unter Anwendung geeigneter Adsorbentien 
auch méglich sein, Stigmasterin von Sitosterin, sowie die Dihydro- 
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verbindungen von Cholesterin und Sitosterin von den einfach un- 
gesittigten Sterinen abzutrennen. 

Sehr leicht und nahezu quantitativ lassen sich nach den his 
jetzt vorliegenden Beobachtungen Kohlenwasserstoffe von Alkoholen 
trennen. Wahrend wir die Trennung von Oleanol C,,H,.OH 
und Oleanylen C,,H,,, einem Alkohol- bzw. einem Kohlen- 
wasserstoff der Sapogeninreihe, friiher nur durch langwierige 
fraktionierte Krystallisation erreichen konnten, fiihrte auch hier 
die Trennung nach dem Prinzip der chromatographischen Ad- 
sorptionsanalyse rasch zum Ziel. Das bei der Decarboxylierung 
von 10 g Oleanolsiiure erhaltene harzige Produkt lieferte nach 
einmaliger Adsorption 2,5 g praktisch reines Oleanylen und eben- 
soviel reines Oleanol. 

Die Tswettsche Methode diirfte auch fiir die Analyse 
itherischer Ole in Betracht kommen. Es gelang uns z. B. dic 
Trennung eines Gemisches von Geraniol und Limonen, 
sowie von Dipenten und Cineol. In beiden Fallen wird der Kohlen- 
wasserstoff schwerer adsorbiert als der Alkohol bzw. der Ather, 

Die Adsorptionsmethode kann unter Umstiinden fiir die Er- 
kennung und Abtrennung kleiner Mengen von Begleitstoffen sehr 
wertvoll sein. Wir konnten z. B. aus 300 mg Hentriakontan, fiir 
welches theoretisch stimmende Analysenwerte und ein guter 
Schmelzpunkt gefunden worden waren, 2 mg Dipalmitylketon ab- 
trennen. Das Keton bleibt bei der Entwicklung des ,,Chromato- 
gramms* im Rohr haften, wihrend der Kohlenwasserstoff ins 
Filtrat iibergeht. Kine Trennung dieser beiden, im unverseifbaren 
Anteil von Pflanzenextrakten hiufig vorkommenden Verbindungen, 
ist durch fraktionierte Krystallisation nicht méglich, sie gelingt 
nur auf dem Umweg iiber das Oxim [A. Chibnall!")]. 

Inwieweit sich die Tswettsche Methode auch auf wasser- 
lésliche Verbindungen wird iibertragen lassen, haben wir noch 
nicht niher untersucht. In einem Fall konnten wir die An- 
reicherung eines wasserléslichen Farbstoffs aus biologischem 
Material durch Adsorption an Talcum erzielen, 


Begriff der chromatographischen Einheitlichkeit. 


DaB der Adsorptionsmethode gewisse Grenzen gesetzt sind, 
geht aus folgenden Beispielen hervor, nach welchen bei der Ad- 
sorption eines Farbstoffgemisches keine Differenzierung in Zonen 
sichtbar wird. Das Chromatogramm kann unter Umstiinden eine 
Einheitlichkeit vortiuschen. 
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R. Kuhn und Ch. Grundmann!) erhielten beim oxydativen 
Abbau von Lycopin ein Gemisch von Bixindialdehyd und Bixin- 
aldehydcarbonsiiure, das chromatographisch einheitlich war, auch 
bei mehrmaliger Adsorption zeigte sich immer wieder nur eine 
Zone. Der Unterschied in der Konstitution (Aldehydgruppe —-> 
Carboxylgruppe) bedingt in diesem Fall keine sichtbare Differenz 
in den Adsorptionsaffinitiiten. Die Trennung gelingt in diesem 
Falle nur auf dem Umweg iitber die Oxime. 

Aus den Bliiten von Crepis virens konnten wir nach der 
chromatographischen Adsorption eine Xanthophyllfraktion gewinnen, 
die chromatographisch praktisch einheitlich war. Der Farbstoff 
krystallisiert in hellgelben, sehr feinen, verfilzten Nadeln, schmilzt 
bei 187°, = + 160° (Essigester), und gibt mit Salzsiiure die 
gleiche Farbreaktion wie Violaxanthin. Nach diesen Daten miiBte 
ein neues Xanthophyll vorliegen. Es ist jedoch anzunehmen, dab 
es sich im vorliegenden Fall um ein Gemisch von viel Tara- 
xanthin (Schmelzp. 184—185°, [@loa = + 200°, keine HCl-Reaktion) 
mit wenig Violaxanthin (Schmelzp. 199°, [@]ca =+ 35°, HCl- 
Reaktion) handelt. 

Nach einer Beobachtung von R. Kuhn und H. Brockmann") 
kommt es vor, daB ein Substanzgemisch an einem bestimmten 
Adsorptionsmittel als chromatographisch einheitlich erscheint, 
wiihrend es sich bei der Adsorption an ein anderes Adsorbens 
in verschiedene Zonen auflist. Rohes $-Oxycarotin kann durch 
Adsorption an Aluminiumoxyd nicht von einem beigemengten 
anderen Oxydationsprodukt des Carotins getrennt werden; an 
Aluminiumoxyd erscheint dieses Gemisch als chromatographisch 
einheitlich, wiihrend bei der Adsorption an Calciumcarbonat 
2 Zonen auftreten. 

Beim Verarbeiten von Pflanzenextrakten auf Carotinfarbstoffe 
stéren fast immer farblose Begleitsubstanzen, die gleiche Adsorp- 
tionsaffinitiiten wie die Carotine besitzen. In diesem Sinne sind 
die meisten Carotinoidfraktionen als chromatographisch nicht ein- 
heitlich zu bezeichnen, wihrend sie auf andere Carotinfarbstoffe 
bezogen chromatographisch einheitlich sein kénnen. 

Wir haben mit sehr gutem Erfolg verschiedene Gemische 
von Adsorptionsmitteln verwandt, z. B. Aluminiumoxyd—Faserton- 
erde, Zucker—Talcum, Calciumcarbonat—Talcum. Beim Arbeiten 
mit solchen Gemischen kénnen bei der Elution sehr starke Unter- 
schiede auftreten, die eine Inhomogenitiit einheitlicher Farbstoffe 
vortiuschcn. Adsorbiert man z. B. reines Lycopin an ein Gemisch 
von Aluminiumoxyd—Fasertonerde, so ist zwar durch Entwicklung 


. 
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keine Differenzierung in Zonen zu erzielen, aber bei der Elution 
ein recht scharfer Unterschied zu beobachten: das an der Faser- 
tonerde adsorbierte Lycopin wird schwer, das an Aluminiumoxyd 
adsorbierte leichter eluiert. Die isolierten Lycopinfraktionen haben 
sich als identisch erwiesen (Ch. Grundmann). 


Experimenteller Teil. 


Allgemeine Bemerkungen zur Methodik. Das urspriingliche yon 
M. T'swett’) beschriebene Verfahren ist durch Ch. Dhéré?) ver- 
bessert und durch uns weiter vervollkommnet worden. Wiihrend 
nach der T'swettschen Anordnung besonders bei der Adsorption 
in gréBeren Dimensionen das Chromatogramm im inneren Teil 
des Rohres rascher nach unten wandert als an der Peripherie, 
wird durch die von Dhéré getroffene Abinderung (gleichmibiges 
Ansaugen iiber den ganzen Querschnitt) eine gleichmiibige Ent- 
wicklung des Chromatogramms gewilirleistet. Ferner ist nach der 
Dhéréschen Modifikation die Zerlegung des Chromatogramms 
leichter durchzufiihren. Wahrend nach M.Tswett das Chromato- 
gramm aus gréBeren Réhren mit einem Spatel herausgehoben 
werden mu, liBt es sich nach Dhéré sehr bequem mit einem 
Stab aus dem Rohr herauspressen. 

Unsere Abinderungen betreffen eine Vereinfachung des unteren 
Rohrabschlusses. Ferner fiillen wir die Adsorptionsrohre nicht 
durch Einstampfen des trockenen Adsorbens, sondern durch EKin- 
spiilen einer Aufschlimmung des Adsorbens in Benzin oder Petrol- 
aither. Dadurch wird erreicht, dafi sich bei der Entwicklung des 
Chromatogramms die Zonen praktisch parallel ausbilden. Man 
kann auch durch sehr sorgfiltiges Einstampfen des Adsorbens 
mit einem gut passenden Stab zum Ziele gelangen, dies ist jedoch 
zeitraubender und erfordert eine gréfere Erfahrung. Beim Arbeiten 
in groBen Dimensionen (Perkolatoren usw.) fiihrt nur das Ein- 
spiilen der Adsorbens-Aufschlimmung unter Anwendung von 
Vakuum zum Ziel. 


Bereitung des Adsorptionsrohres. Als Adsorptionsrohre ver- 
wenden wir Glasréhren verschiedener Dimensionen, beim Arbeiten 
mit gréBeren Mengen haben sich Mafzylinder, denen der Fub 
abgeschnitten wird, als zweckmiiBig erwiesen. Uber die Verwendung 
von Perkolatoren vgl. die folgende Mitteilung 

Fir die chromatographische Trennung der Carotin-kohlen- 
wasserstoffe aus 50 g trockenen Schalen von Gonocaryumfriichten 
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yerwenden wir z. B. ein Adsorptionsrohr folgender Ausfiihrung 
(vg). Fig. 2). 

Kin Glasrohr (G) von 30 cm Héhe und 22 mm lichter Weite 
wird an einen Ende durch ein engmaschiges Kupferdrahtnetz (/) 
yerschlossen, das umgebogen und mittels eines Kupfer- 
drahtes an der Roéhre befestigt wird. Dieses Rohr wird 
mittels eines schmalen Gummistopfens in einem Vor- 
stoB (V) von 15cm Hohe und 5 cm lichter Weite be- 
festigt. Im VorstoB befindet sich ein rundes, gut sitzendes 
weitmaschiges Drahtnetz (D), auf welchem die Glas- 
rohre ruht. Das engmaschige Kupferdrahtnetz wird mit 
einer 1 em hohen Watteschicht bedeckt. Das Rohr 
wird auf eine Saugflasche (S) gesetzt. Nun werden 
etwa 60¢ Aluminiumoxyd, welches in Petrolither sus- 
pendiert ist, portionenweise bei schwachem Vakuum 
ins Rohr gegeben. Um eine gleichmiBige Fillung zu 
erzielen, ist darauf zu achten, daB stets Fliissigkeit 
itber dem Adsorbens steht. Man gieBt so lange Petrol- 
‘ither auf, bis die Siiule sich nicht mehr weiter setzt. 
Hat sie die gewiinschte Hoéhe erreicht, so wird der 
Petrolither so weit abgesaugt, daB nur noch etwa 1 cm Fliissigkeits- 
siiule iiber dem Adsorbens steht. 

Bereitung des Chromatogramms. Die zu untersuchende Lisung 
wird in einen iiber dem Adsorptionsrohr angebrachten Tropf- 
trichter (T) gegeben. Dieser wird mittels eines gut sitzenden Kork- 
stopfens auf das Adsorptionsrohr aufgesetzt. Durch diese Anord- 
nung wird erreicht, die ZufluBgeschwindigkeit gleich grob 
ist wie die AbfluBgeschwindigkeit (Ch. Grundmann). Um ein 
Aufwirbeln der obersten Adsorbensschicht zu vermeiden, lift man 
die Lésung aus dem Tropftrichter am Rande des Rohres zulaufen. 
Je nach der Héhe der Siule und der Dichte des Adsorbens muB ein 
mehr oder minder starkes Vakuum angewandt werden. Nach 
unseren Erfahrungen ist es zweckmiiBig, nicht allzu stark zu 
saugen. 

Beyor der letzte Rest der Farbstofflésung eingesickert ist, 
sieBt man durch den Tropftrichter die Entwicklungstliissigkeit 
auf. Die Wahl der Entwicklungsfliissigkeit ist nicht immer sehr 
leicht zu treffen. Sie hiingt ab von Menge und Anzahl der zu 
trennenden Stoffe, sowie von der Art der Begleitstoffe und vor 
allem von der Aktivitiit des Adsorbens. Hiufig gelingt die Ent- 
wicklung des Chromatogramms schon mit Petroliither oder Benzin, 


Fig. 2. 
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unter Umstiinden fiithrt jedoch nur die Anwendung verschiedener 
Gemische Benzin—Benzol zum Ziel. Ist das Chromatogramm ent- 
wickelt, so wird, falls mit einer anderen Entwicklungsfliissigkcit 
als Petrolither gearbeitet worden war, mit Petrolither nach- 
gewaschen und zweckmiafig unter Aufleiten von Kohlendioxyd 
das Rohr trocken gesaugt. 

Elution. Zur Gewinnung der Farbstoffe wird das Rohr aus 
dem VorstoB gehoben, der DrahtnetzverschluB entfernt und die 
Adsorbens-Siule vorsichtig mit einem passenden Stab aus dem 
Rohr herausgepreBt, wobei sich die einzelnen Zonen leicht ge- 
sondert auffangen lassen. Man bringt die verschiedenen Adsorbate 
sofort unter Petrolither; durch Zusatz von wenigen Tropfen 
Methanol laBt sich in den allermeisten Fallen eine vollstiindige 
Elution erzielen. Man nutscht ab und wiischt mit methanolhaltigem 
Petrolither nach. Sollen die so gewonnenen Lésungen nochmals 
adsorbiert werden, so wird das Methanol durch 6fteres Waschen 
mit Wasser sorgfiltig entfernt und die petroliitherische Lésung 
iiber Natriumsulfat getrocknet. 


Trennung der Carotinfarbstoffe aus der Schale von Citrus auran- 
tium. Die Schale einer Apfelsine wurde méglichst fein abgeschilt und 
2 Tage unter Methanol-Benzin bei zeitweiligem Umschiitteln stehen gelassen. 
Dann wurde abgenutscht und der benzinlisliche Farbstoffanteil durch vor- 
sichtigen Zusatz von Wasser in die obere Schicht getrieben. Zur Verseifung 
der vorliegenden Xanthophyllester wurde die Lésung mit so viel iithyl- 
alkoholischer Kalilauge versetzt, daB sie 5°/, davon enthielt, und iiber Nacht 
stehen gelassen. Nach der Verseifung wurde durch Zusatz von Wasser ent- 
mischt und nach der Vorschrift von R. Kuhn und H. Brockmann") die 
Xanthophylle von den vorhandenen Polyenkohlenwasserstoffen durch 5 bis 
6 maliges Ausschiitteln mit 90°/, Methanol abgetrennt. Die Methanolausziige 
wurden nochmals mit Benzin gewaschen, dann mit Benzin iiberschichtet 
und durch Zusatz von Wasser die Xanthophylle quantitativ in die obere 
Schicht tibergefiihrt. Die beiden so erhaltenen Benzinlésungen wurden zur 
Entfernung des Methanols 4 mal mit Wasser gewaschen. Die Trennung der 
Kohlenwasserstoffraktion erfolgte durch Adsorption an aktiviertem Alu- 
miniumoxyd*), die der Xanthophylle durch Adsorption an Calciumcarbonat. 

a) Kohlenwasserstofffraktion. Die etwa 100 cem betragende Lé- 
sung wurde durch ein mit aktiviertem Aluminiumoxyd beschicktes Rohr 
(Héhe 10 em, Durchmesser 1 em) gesaugt und zur Entwicklung des Chromato- 
gramms mit Benzin-Benzol-Gemischen (9:1, 5:1 bzw. 3:1) nachgewaschen. 
Die spektroskopische Untersuchung der mit methanolhaltigem Benzin elu- 
ierten Schichten ergab neben zahlreichen Zersetzungsprodukten ohne scharfes 
und ohne charakteristisches Spektrum nur die Anwesenheit von geringen 


*) Aluminiumoxyd zur Adsorption, standardisiert nach H. Brockmann; 
erhiltlich bei E. Merck, Darmstadt. 
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Mengen 6-Carotin, das in Schwefelkohlenstoff folgende Absorptionsbanden 
besaB: 519, 485, 453 mu. 

b) Xanthophyllfraktion. Die etwa 150 cem betragende Liésung 
wurde durch ein mit scharf getrocknetem Calciumecarbonat beschicktes Rohr 
(Héhe 12 em, Durchmesser 3 cm) gesaugt und mit viel Benzin nachgewaschen. 
Die Trennung der mittleren Schichten gelang erst durch eine zweite Ad- 
sorption. Die oberste und unterste Zone des ersten Chromatogramms weren 
einheitlich, die 3 Hauptzonen der zweiten Adsorption konnten nicht ganz 
frei von tiefer gefirbten Zersetzungsprodukten erhalten werden. Es wurden 
fiir die verschiedenen Zonen folgende Absorptionsbanden gefunden (Benzin): 


429 


Das Xanthophyll der ersten Schicht ist wahrscheinlich identisch mit 
dem von R. Kuhn und H. Brockmann’) auch in Ranunculus acer nach- 
gewiesenen ,,3-Xanthophyll“ . In der II. und III.'Zone ist Taraxanthin, ver- 
mengt mit etwas Violaxanthin (schwache HCl-Reaktion) enthalten. Ob der 
Farbstoff der IV. Zone ein selbstiindiges Pigment oder ein Zersetzungsprodukt 
darstellt, ist auf Grund dieses Chromatogramms nicht zu entscheiden. Das 
Eluat der untersten Zone, die einen verhiiltnismiBig groBen Abstand von 
den iibrigen hatte, zeigte schwache, aber sehr scharfe Banden, die keinem 
der bisher beobachteten Xanthophylle zukommen. Ob hier ein noch un- 
bekannter Carotinoid-farbstoff vorliegt, wiire durch priiparative Darstellung 
festzustellen. 


Isolierung der Carotinoide aus den Bliiten von Crepis virens. 
100 g getrocknete Bliiten von Crepis virens (samt Kelchen) wurden in einer 
Porzellankugelmiihle fein gemahlen und mit Petrolither erschépft. Der 
petrolitherische Extrakt wurde durch Ausschiitteln mit 80°/,igem Methanol 
von einer kleinen Menge freier Xanthophylle befreit. Nach griindlichem 
Auswaschen mit Wasser und Trocknen iiber Natriumsulfat wurde die Farb- 
stoftlésung in einem mit aktiviertem Aluminiumoxyd beschickten Rohr (30 em 
Hohe, 20 mm lichte Weite) zum Chromatogramm entwickelt. Zur Entwick- 
lung des Chromatogramms wurde Petrolither verwendet. In der obersten 
Zone blieb eine kleine Menge freier Xanthophylle haften, hierauf folgte 
eine sehr breite hellgelbe Zone, in weiterem Abstand eine tiefrote Zone. 
Letztere erwies sich als ein Gemisch von viel §-Carotin mit wenig a-Carotin: 
(Absorptionsbanden in Schwefelkohlenstoff 518, 483, 450 mu) Die mittlere 
Zone wurde nach der Elution mit Petrolither-Methanol, Entfernen des 
Methanols usw. nochmals an Aluminiumoxyd adsorbiert, wobei keine Zonen- 
bildung mehr beobachtet werden konnte. Nach der Elution mit Methanol 
wurde mit soviel 10°/,iger alkoholischer Kalilauge versetzt, daB die Lésung 
5°/, davon enthielt und iiber Nacht unter Luftabschlu8 stehen gelassen. 
Die Methanollésung wurde mit Benzin iiberschichtet und tropfenweise unter 
starkem Schiitteln Wasser zugesetzt, bis keine weitere Fallung von Farbstoff 
mehr entstand. Der Farbstoff wurde abgenutscht, mit wenig absolutem 
Ather behandelt, wobei eine kleine Menge farbloser Substanz ungelést zu- 
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riickblieb, die dtherische Lésung mit einigen Kubikzentimetern Methano] 
versetzt und der Ather verdampft. Nach einigem Stehen krystallisierte 
der Farbstoff in ockergelben, feinen, verfilzten Nadeln aus. Schmelzp. 187° 
(korr. Berl) [a]2,3 = + 160° (Essigester). Der so gewonnene Farbstoff zeigte 
eine wesentlich schwiichere Reaktion mit 25°/,iger Salzsiiure als Violaxanthin, 
Absorptionsbanden: 501, 479, 441 mu (in CS,). 

Offenbar handelte es sich um ein Gemisch von viel Taraxanthin (etwa 
75°/,) und wenig Violaxanthin (etwa 25°/,). 

Bei der Adsorption dieses Xanthophyllgemisches an Calciumearbonat 
konnte ebensowenig wie bei den urspriinglich vorhanden gewesenen Estern 
eine Differenzierung in Zonen beobachtet werden. Immerhin lieB sich ein 
kleiner Teil des eingefiihrten Farbstoffes frei von Violaxanthin erhalten. 
Dieses wird etwas stirker adsorbiert als Taraxanthin, so dab im untersten 
Teil des Chromatogramms eine Taraxanthinfraktion enthalten war, welche 
mit Salzsiiure keine Reaktion mehr gab. 

Versuche zur Abtrennung des Ergosterins aus Cholesterin-Ergo- 
sterin-Gemischen. a) Anreicherungsversuch mit einem kiinstlich 
dargestellten Gemisch von 99,5°/, Cholesterin und 0,5°/, Ergo- 
sterin. Fiir diesen orientierenden Versuch wurde ein Gemisch von 9,95 g 
Handels-Cholesterin und 0,05 g Ergosterin angewandt. Wir wihlten diese 
Ergosterinkonzentration, da bei einer solchen die Rosenheim-Tortelli- 
Jaffé-Reaktion eben ihre Grenze erreicht hat, d. h. bei dieser Ergosterin- 
konzentration tritt keine Farbreaktion auf, bei einer nur wenig héheren 
wird die typische Griinfarbung sichtbar. 

Das Cholesterin—Ergosterin-Gemisch wurde in 130 cem Benzol-Hexan 
1:1 gelést und durch ein mit Aluminium-Fasertonerde 5:1 beschicktes 
Rohr (Héhe 14 em, Durchmesser 2 em) filtriert. Es wurde mit 150 cem Benzol- 
Hexan 1:1 zum ,,Chromatogramm entwickelt. Die Adsorptionssiiule wurde 
in 4 gleiche Teile zerlegt und mit Ather—Methanol eluiert. Der griBte Teil 
des Cholesterins befand sich im Filtrat: 

Filtrat . . . . . 5,65 g, keine Farbreaktion. 
IV. Schicht (unten) 0,6 g, ,, 
Ill. . . 0,65 g, schwache _,, 
Il. » « 0,7 g, starke 
i » (oben) . 0,65 g, sehrstarke _,, 


Ausfiihrung der Farbreaktion. 20 mg Substanz werden in 5 cem 
Eisessig gelést, je 1 cem dieser Lisung wird mit Eisessig verdiinnt (auf 
das 2-, 4-, S8fache, bzw. so weit, dab eben die Erfassungsgrenze der Rosen- 
heimschen Farbreaktion erreicht wird). Als Standardlésungen werden ent- 
sprechende fallende Konzentrationen einer Cholesterin—Ergosterin-Mischung 
verwendet. 1 ccm jeder dieser Loésungen wird vorsichtig auf 0,5 cem einer 
2°/,igen Lésung von Brom in Chloroform geschichtet. Nach einigem Stehen 
bildet sich ein griiner Ring. Es wird nach gleichen Zeiten verglichen (30 
bis 60 Minuten). Bei hohen Ergosterinkonzentrationen firbt sich die ganze 
obere Schicht griin. Der Ergosteringehalt liBt sich auf diese Weise mit 
einiger Ubung recht gut abschiitzen. In den obersten zwei Schichten (I und 
II) hatte sich das Ergosterin auf etwa das 3fache angereichert. 

b) Versuch zur Abtrennung des Ergosterins aus Cholesterin. 
Zur Verwendung gelangte Handelscholesterin (Béhringer), das nach spektro- 
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aphischen Messungen */,,°/, Ergosterin enthielt. Der Ergosteringehalt der 
verschiedenen Fraktionen wurde auf spektrographischem Wege ermittelt. 
Die Messungen wurden in der Abteilung Physik unseres Institutes (Dir. 
Prof. Dr. K. W. Hausser) ausgefiihrt. 

20 g Cholesterin, enthaltend 5,6 mg Ergosterin, wurden in 300 ccm 
Benzol-Hexan 1:1 gelést, durch ein mit aktiviertem Aluminiumoxyd beschicktes 
Adsorptionsrohr (Héhe 15 em, Durchmesser 5,5 em) filtriert und mit 500 eem 
des gleichen Lésungsmittelgemisches nachgewaschen. Das Aluminiumoxyd 
1aBt sich nach H. Brockmann derart aktivieren, daB in der verhiltnismibig 
kleinen Menge Adsorbens die gesamten 20 g Sterin auch nach dem Nach- 
waschen mit betrichtlichen Mengen Loésungsmittel haften bleiben, Das 
Filtrat gab in diesem Fall keinen Riickstand. 

Die Siiule wurde in 5 Schichten yon je 3 cm geteilt und mit Ather- 
Methanol-Gemisch eluiert: 


I.Schicht oben . . 4,1 g IV. Schicht . 4,0¢ 
V. . OS g 


Die spektrographische Messung ergab, dab sich das Ergosterin in der 
ersten Schicht auf das 3,5fache angereichert hatte. Von 5,6 mg eingefiihrtem 
Ergosterin fanden sich in der ersten Schicht 4 mg wieder, der Rest wurde 
in der zweiten Zone festgehalten. In Schicht IV war kein Ergosterin mehr 
nachweisbar. Es liBt sich damit sehr bequem ergosterinfreies Cholesterin 
darstellen. 

Zur weiteren Anreicherupg wurden 3,85 g der I. Fraktion in 100 ccm 
Benzol-Hexan 1:1 gelést und in ein mit aktiviertem Aluminiumoxyd beschicktes 
Rohr (Héhe 10 em, Durchmesser 3,6 em) gegeben. Nach dem Nachwaschen 
mit 300 cem Liésungsmittelgemisch wurde die Siiule in 4 Teile von je 2,5 cm 
zerlegt und mit Ather-Methanol eluiert. In der ersten Schicht konnte eine 
Anreicherung des Ergosterins auf das 6fache der urspriinglichen Konzen- 
tration festgestellt werden. 

Trotzdem mit betrichtlichen Mengen Lésungsmittel nachgewaschen 
worden war, enthielt die unterste Schicht kein Sterin, das Chromatogramm 
war zu wenig stark entwickelt worden. Solche Stérungen diirften in der 
Weise zu vermeiden sein, daB man bei den Adsorptionen einen ,,Indicator“ 
verwendet, der sichtbare Zonen bildet und dessen Adsorptionsverhalten im 
Vergleich zu demjenigen des Cholesterins und Ergosterins genau bekannt 
ist. Mit der weiteren Bearbeitung dieses Problems sind wir beschiiftigt. 


Trennung von Kohlenwasserstoff-Alkohol-Gemischen. a)Trennung 
von Oleanol C,,H,,OH und Oleanylen C,,H,,. Das bei der Decarboxy- 
lierung von Oleanolsiiure erhaltene Produkt (A. Winterstein und G.Stein”) 
wurde in Benzin gelést, von unverinderter Oleanolsiiure abgetrennt und 
zur Entfernung saurer Anteile 3 mal mit gesiittigter Bariumhydroxydlésung 
gewaschen. Die getrocknete Benzinlésung wurde durch eine mit aktiviertem 
Aluminiumoxyd beschickte Réhre (Héhe 14 em, Durchmesser 4,5 cm) gesaugt 
und mit etwa 400 cem Benzin nachgewaschen. Aus dem Filtrat wurden 
nach dem Verjagen des Benzins und Umkrystallisieren aus Aceton 2,5 g 
Oleanylen erhalten. Das adsorbierte Oleanol wurde mit Ather-Methanol 
eluiert, der Ather verdampft und ebenfalls aus Aceton umkrystallisiert. 
Ausbeute an Oleanol vom Schmelzp. 212—216° = 2,5 g. Eine Trennung 
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dieser beiden Substanzen durch fraktionierte Krystallisation ist zeitraubend 
und verlustreich, die Ausbeuten betragen danach kaum die Hilfte der oben 
angegebenen. 

b) Trennung von Geraniol und Limonen. Es wurde ein Gemisch 
von 1 Teil frisch destilliertem Geraniol und 1 Teil frisch destilliertem Li- 
monen angewandt. 8 g Substanz wurden in 700 ccm Benzin (70°) gelést 
und durch eine mit aktiviertem Aluminiumoxyd beschickte Réhre (Hihe 
12 cm, Durchmesser 5,5 em) filtriert. Nach dem Nachwaschen mit 300 ccm 
Benzin wurde der an Aluminiumoxyd adsorbierte Anteil mit methanol- 
haltigem Petrolither (30—50°) eluiert. Filtrat und Eluat wurden unter An- 
wendung einer Widmer-Spirale auf dem Wasserbad méglichst vom Benzin 
befreit, das restliche Lésungsmittel vorsichtig bis auf etwa 100° abdestilliert 
und der Riickstand, ohne Vorlauf abzutrennen, iiberdestilliert. Aus dem 
Filtrat wurde auf diese Weise Limonen gewonnen (Siedep. 170-——178°). 

2,953 mg Subst.: 9,60 mg CO,, 3,085 mg H,0. 

Cio Hie Ber. C 88,17 H 11,83 Gef. C 88,66 H 11,67, 


Aus dem Eluat erhielten wir Geraniol vom Siedep. 106—109°/15 mm. 

3,051 mg Subst.: 8,76 mg CO,, 3,28 mg H,O. 

C,,.H,,0 Ber. C 77,87 H 11,75 Gef. C 78,30 H 12,03. 

In iéhnlicher Weise gelang uns auch die Trennung eines Gemisches 
von Cineol und Dipenten. 

Trennung von Hentriakontan und Dipalmitylketon. 300 mg 
Hentriakontan vom Schmelzp. 66—68 °, dasebei der Verarbeitung von Tagetes- 
bliiten erhalten worden war und folgende Analysenwerte ergab: 

3,742 mg Subst.: 11,675 mg CO,, 4,955 mg H,0O. 

C,,H, Ber. C 85,22 H 14,78 Gef. C 85,08 H 14,82 
wurden in 100 cem Benzin gelést und langsam durch eine mit Aluminium- 
oxyd-Fasertonerde 5:1 gefiillte Adsorptionsréhre filtriert (Héhe der Siiule 
6 cm, Durchmesser 1 em). Es wurde mit 200 ccm Benzin nachgewaschen 
und die Siule trocken gesaugt. Das Filtrat wurde zur Trockne gebracht 
und der Riickstand aus Aceton umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt des so 
erhaltenen Hentriakontans war deutlich schirfer als derjenige des Aus- 
gangsproduktes, 67—67,5° (korr. Berl). Das Adsorptionsmittel wurde mit 
Petrolither unter Zusatz von etwas Methanol iibergossen, einige Zeit stehen 
gelassen, abgenutscht und mit Petroliither-Methanol nachgewaschen. Nach 
dem Eindampfen verblieb eine kleine Menge (etwa 2 mg) Dipalmitylketon, 
das nach einmaligem Umkrystallisieren aus Aceton bei 83,5—84° (korr. 
Berl) schmolz. In gleicher Weise erhielten wir aus 800 mg ,,analysen- 
reinem“ Hentriakontan 4 mg Keton. Die vereinigten Ketonfraktionen wurden 
zur Analyse aus Aceton umkrystallisiert. 

2,514 mg Subst.: 7,55 mg CO,, 3,13 mg H,O. 

C,,H,.0 Ber. C 82,58 H 13,87 Gef. C 81,91 H 13,94. 


Zusammenfassung. 


1. Die von M. Tswett fiir analytische Zwecke begriindete 


chromatographische Adsorptionsanalyse eignet sich in vielen Fillen 
vorziiglich zur priiparativen Trennung von Substanzgemischen, die 
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durch fraktionierte Krystallisation usw. nicht oder nur schwer ge- 


trennt werden kénnen. 
2. Der Anwendungsbereich der Methode erstreckt sich nicht 


nur auf Farbstoffe, sie gestattet vielmehr auch die Trennung farb- 
loser Substanzen wie z. B. Ergosterin—Cholesterin, Oleanol—Olea- 
nylen, Dipalmitylketon—Hentriakontan usw. 

3. Als Adsorptionsmittel hat sich in vielen Fallen ein nach 
H. Brockmann aktiviertes und standardisiertes Aluminiumoxyd 


bewihrt. 
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II. Mitteilung: Chlorophylle. 
Mit 2 Figuren im Text und auf Tafel II. 


In der vorstehenden Mitteilung wurde gezeigt, daB in vielen 
Fallen die priparative Trennung nahe verwandter Verbindungen 
nach dem Prinzip der chromatographischen Adsorptionsanalyse 
méglich ist, wo andere Methoden, wie z. B. fraktionierte Krystalli- 
sation entweder gar nicht oder nur unter sehr groben Verlusten 
zum Ziele fiihren, M. Tswett') hat die Adsorptionsmethode im 
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wesentlichen zur Analyse der Blattpigmente beniitzt. Die von ihm 
gewihlten Dimensionen der Adsorptionsrohre gestatteten eine prii- 
parative Darstellung der reinen Farbstoffe nicht. Seine Versuche 
waren jedoch insofern erfolgreich, als sie zur quantitativen Trennung 
siimtlicher Blattfarbstoffe fiihrte und deren treffende spektro- 
skopische Beschreibung erméglichte. Bei der chromatographischen 
Analyse der Extrakte griiner Bliitter beobachtete M. Tswett in der 
obersten Schicht des Chromatogramms das Xanthophyll f, dessen 
Reindarstellung bis jetzt noch aussteht. Die zweite, dunkel oliy- 
griine Zone enthielt das Chlorophyll b (Chlorophyllin f); in der 
dritten, dunkel blaugriin gefiirbten Schicht fand sich das Chloro- 
phyll a (Chlorophyllin «); in der 4. Schicht die Xanthophylle @ und 
«” (Violaxanthin); in der niichsten Zone Lutein (Xanthophyll c’), 
wihrend Carotin in das Filtrat iibergegangen war. Dariiber, ob 
die Chlorophylle bei der Adsorption unveriindert geblieben sind, 
machte M. Tswett keine Angaben. 

Wir haben in unserer I. Mitteilung hervorgehoben, daf das 
Gelingen einer jeden chromatographischen Trennung in hohem 
Mase von der richtigen Wahl des Adsorptionsmittels abhingt. 
Dies gilt besonders dann, wenn es sich um Substanzen handelt, 
die bei der Adsorption und Elution Veriinderungen erleiden kénnen. 
Beim Arbeiten mit den Chlorophyllen und deren Derivaten war 
von vornherein zu befiirchten, daB sie die Adsorption nicht ohne 
weiteres unbeschadet tiberstehen wiirden. Die schon von R. Will- 
stiitter und A. Stoll?) in dieser Hinsicht geiuBerten Bedenken 
kénnen wir in vollem Umfange bestiitigen: die Chlorophylle werden 
bei der Adsorption an die gebriiuchlichen Adsorptionsmittel wie 
Aluminiumoxyd, Fasertonerde, Calciumcarbonat, Natriumsulfat usw. 
sehr rasch unter Verlust der Phasenprobe veriindert. 

Wir konnten nun zeigen, dab bei Verwendung yon 
Zucker als Adsorptionsmittel die Trennung des Chloro- 
phylla von Chlorophyll b sowohl analytisch als auch in 
priparativem MaBstabe gelingt. Die beiden Chlorophylle 
erleiden bei der Adsorption an Zucker, sowie bei richtig 
geleiteter Elution keine Verinderung, so daf deren Rein- 
darstellung nach dem Prinzip der chromatographischen 
Adsorptionsanalyse méglich ist. 

Zur priiparativen Darstellung der beiden Chlorophylle ver- 
fahren wir folgendermaBen: In einen Perkolator, der als Adsorp- 
tionsrohr dient, werden einige Kilogramme fein pulverisierte 
Saccharose (Puderzucker) in Form einer Benzinaufschliimmung 
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gefiillt und das Benzin abgesaugt. Sobald die Adsorptionssiiule 
die gewiinschte Hohe erreicht hat, wird eine Lisung von Chloro- 
phyll in Benzol—Benzingemisch aufgegossen und durch Nach- 
waschen mit Benzin zum Chromatogramm entwickelt. Wenn man 
yon einem Rohchlorophyll ausgeht, wie man es nach dem weiter unten 
beschriebenen Verfahren erhilt, treten 3 Zonen auf. Die oberste, 
dunkelgriin gefiirbte Schicht besteht zur Hauptsache aus Chloro- 
phyll b. Chlorophyll a wandert rascher nach unten als Chloro- 
phyll b, es bildet eine breite, blaue Zone. Die beiden Chloro- 
phylle verhalten sich also bei der Adsorption iihnlich wie Viola- 
xanthin C,,H,,0, und Flavoxanthin C,,H,,O0, oder wie Flavoxanthin 
und Lutein C,,H,,0,, wo auch die sauerstoffreichere Verbindung 
stiirker adsorbiert wird als die sauerstoffiirmere. Im untersten 
Teil des Rohres findet sich eine gelbe Zone von Xanthophyll. 
Enthilt das Chlorophyllpriiparat Phiiophytin, so findet sich dieses 
in der Gegend der Xanthophyllzone. Wihrend es in der Regel 
schon nach einmaliger Adsorption gelingt, reines Chlorophyll a 
zu gewinnen, muf das Chlorophyll b in kleineren Portionen er- 
neut chromatographiert werden. Beim Arbeiten mit mehreren 
Grammen Chlorophyll bildet sich stets eine Mittelschicht, die aus 
einem Gemisch der beiden Chlorophylle besteht. 

Zur Elution werden die verschiedenen Schichten aus dem 
Perkolator gehoben und mit einem Gemisch von Ather-Aceton 
behandelt. Nach dem Auswaschen des Acetons wird der Ather im 
Vakuum verdampft. Auf diese Weise erhielten wir z. B. aus 3 g 
Chlorophyllgemisch (etwa 40°/, Chlorophyll b und 60°/, Chloro- 
phyll a) 700 mg reines Chlorophyll a und 1300 mg Chlorophyll b 
mit einem Gehalt von etwa 10°/, Chlorophyll a. Aus der Mittel- 
zone wurden 300 mg Chlorophyllgemisch zuriickgewonnen. 


Vergleich der zwei Chlorophyll-Trennungsmethoden. 

Die Trennung der beiden Chlorophylle nach R. Willstitter 
und A. Stoll beruht im Prinzip bekanntlich darauf, daB man 
Chlorophyll b aus einer petrolitherischen Lésung der beiden Kom- 
ponenten mit 85 °/, igem Methanol ausschiitteln kann, wahrend Chloro- 
phyll a zum gréBeren Teil im Petrolither verbleibt. Diese Trennungs- 
methode erfordert sehr groBe Mengen Lisungsmittel und ist zeit- 
raubend. Man erhilt dabei verhiltnismifig leicht reine Priiparate 
von Chlorophyll a, anscheinend jedoch nur sehr schwer und un- 
sicher reines Chlorophyll b. Wie wir im folgenden zeigen, ent- 
hielten die yon R. Willstiitter und A. Stoll?) beschriebenen 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXX. 18 
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Priparate von Chlorophyll b etwa 15—20°/, Chlorophyll a, dic 
von Willstatter, A. Stoll und M. Utzinger’) beschriebenen 
etwa 10—15°/, Chlorophyll a. 

Nach unserem Verfahren, das einen geringen Aufwand an 
Lésungsmitteln erfordert und auch beziiglich der Kosten fiir das 
Adsorptionsmittel praktisch anwendbar ist, lassen sich in kurzer 
Zeit beide Chlorophylle mit befriedigenden Ausbeuten in reinem 
Zustand darstellen. 

Nach Mitteilungen von A. Stoll‘) sowie A.Stoll und E.Wiede- 
mann®) ist das urspriingliche Verfahren inzwischen so weit ver- 
bessert worden, daB es auch danach gelingt, reines Chlorophyll } 
zu gewinnen. Da genauere Angaben iiber die verbesserte Dar- 
stellungsmethode noch nicht vorliegen, kénnen wir nicht ent- 
scheiden, ob das Adsorptions- oder das verbesserte Ausschiittelungs- 
verfahren zweckmiaBiger ist. Nach unserer Auffassung ist das 
Adsorptionsverfahren dem bis jetzt in der Literatur beschriebenen 
Trennungsverfahren iiberlegen. Zweifellos ist die chromatographi- 
sche Methode allen anderen rennungsverfahren vorzuziehen, wenn 
es sich darum handelt, in kleinen Mengen Ausgangsmaterial, z. b. 
in einem Blatt, die beiden Chlorophyllkomponenten quantitatiy zu 


bestimmen. 


Absorptionsspektren der Chlorophylle. 


Nach der Beschreibung von R. Willstitter und A. Stoll 
besitzt Chlorophyll a sieben scharf getrennte Absorptionsbanden 
im sichtbaren Gebiet des Spektrums, Chlorophyll b deren neun. 
Gegeniiber den von M. Tswett auf Grund chromatographischer 
Trennung der Blattpigmente gewonnenen Angaben weichen die- 
jenigen von R,. Willstatter und A. Stoll in einigen Punkten ab. 
Fiir Chlorophyll a geben R. Willstitter und A. Stoll eine bei 
458 mu (462—455 my) liegende Bande (VI) an, die bei Tswett 
fehlt, ferner ist nach den genannten Autoren die Bande I vou 
Chlorophyll a im Rot bei der Komponente b in 2 Banden (I und II) 
geteilt. 
Aus unseren spektroskopischen Messungen ergibt sich, dab die 
Absorptionsbanden der beiden Chlorophylle durch M. Tswett 
treffender beschrieben worden sind, als spiiter durch R. Will- 
stiitter und A. Stoll. Die von uns auf chromatographischem 
Wege dargestellten Priparate von Chlorophyll a zeichnen sich 
dadurch aus, daB sie bei 456 mu keine Absorptionsbande be- 
sitzen. Diese Bande ist die stiirkste des Chlorophyll b, sie macht 
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sich schon bei geringen Konzentrationen in Chlorophyll a- Prii- 
paraten bemerkbar. Die nach der Adsorptionsmethode gewonnenen 
Chlorophyll b-Priiparate besitzen im Gegensatz zu den Angaben 
von R. Willstitter und A. Stoll die I. Bande im Rot nicht 
Wir schlieBen daraus, da es auf chromatographischem 
Wege sicherer und leichter gelingt, reines Chlorophylla 
und reines Chlorophyll b darzustellen als nach der friiher 
angewandten Methode. 

Von A. Stoll sind vor einiger Zeit die urspriinglichen Ab- 
sorptionsbanden der beiden Chlorophylle richtig angegeben worden. 
Aus den bisher vorliegenden Publikationen ist jedoch nicht ohne 
weiteres ersichtlich, daB reine Chlorophyllpriiparate vorlagen, da 
die Banden in einer Schichtdicke gemessen wurden, die nicht mit 
Sicherheit die Erkennung von Beimengungen gestattet*), auch fehlt 
bei Stoll jede Angabe iiber die Héhe der Absorptionsmaxima. 
Wihrend wir zwischen der 1. Bande von Chlorophyll a (663 my) 
und der I. Bande von Chlorophyll b (644 mu) eine Differenz von 
19 mu beobachten, geben A. Stoll und KE. Wiedemann eine 
Differenz zwischen den beiden Schwerpunkten von nur 10 mw an. 
An Stelle der von A. Stoll und E. Wiedemann fiir die grofen 
Schichtdicken angegebenen Endabsorption finden wir fiir Chloro- 
phyll a eine starke Bande bei 432 my, fiir Chlorophyll b eine 
schwiichere bei 428 mu. Wir halten diese beiden Banden eben- 
falls fiir charakteristisch fiir die Chlorophylle. 

Die analytischen Befunde werden durch kleine Beimengungen 
nicht beeinfluBt, hingegen macht sich z. B. eine geringfiigige Bei- 
mengung von Chlorophyll a in Chlorophyll b schon sehr stark auf 
den Absorptionskoeffizienten der bei 456 mu liegenden Bande be- 
merkbar. Als Kriterium fiir die Kinheitlichkeit von Chloro- 
phyllb-Priparaten wird man zweckmibig die Bestimmung 
des Extinktionskoeffizienten dieser Bande heranziehen. 
Fir unsere besten Priiparate wurde in der Abteilung Physik 
unseres Institutes (Dir. Prof. Dr. K. W. Hausser) x= 350—360-10° 
gefunden. Auch spektroskopisch lassen sich kleine Mengen von 
Chlorophyll a in Chlorophyll b durch die Anwesenheit der bei 


*) In einem auf der Frithjahrsversammlung der Schweiz. Chem. Ges, 
in Neuenburg, Februar 1933 gehaltenen Vortrag stellte der eine von uns 
beiden (A. W.) die Reindarstellung von Chlorophyll b als Noyum dar. In 
einer Diskussionsbemerkung machte E. Wiedemann darauf aufmerksam, 
daB in den wissenschaftlichen Laboratorien der Firma Sandoz, Basel 
(A. Stoll) die Reindarstellung von Chlorophyll b schon friiher gelungen ist. 
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432 my liegenden Bande erkennen. Reinstes Chlorophyll b be- 
sitzt im kurzwelligsten Teil des sichtbaren Spektrums nur eine 
schwache, bei 428 mu hegende Bande. 

Wir machen diese Feststellungen, durch welche alle wesent- 
lichen anderen Resultate der Chlorophyllforschung kaum beriihrt 
werden, um zu zeigen, daf8 der T'swettschen Methode auf 
dem Chlorophyllgebiet eine gréBere Bedeutung zukommt, als bisher 
angenommen worden ist. Sicher wird diese Methode nicht 
nur zur Trennung von Chlorophyll a und b von Bedeutung 
sein, sondern auch bei anderen Problemen aufdem Chloro- 
phyllgebiet, vor allem wenn es sich darum handelt, iiber 
die Kinheitlichkeit von Derivaten der Chlorophylle Aui- 
schlu8 zu erlangen. 

Auf untenstehender Fig. 1 sind die Absorptionskurven der 
beiden Chlorophylle in Benzollésung wiedergegeben. 


efizient SK 


= 


Absorptionsko 
S 


A730 600 50042857533 ML. 
Fig. 1. 
Chlorophyll ; 
Chlorophyll in Benzol. 


Am GittermeBspektroskop nach Léwe-Schumm haben wir 
fiir die beiden Chlorophylle in iitherischer Lésung folgende Schwer- 
punkte der Absorptionsbanden abgelesen: 


Chlorophyll a: 663 623 607 577 534 507 494 432 mu 
Chlorophyll b: 644 614 594 567 542 503 456 © 428 mu 


Man erkennt aus diesen Zahlen, daB sich die beiden Chloro- 
phylle beziiglich des Absorptionsspektrums weitgehend ergiinzen; 
dies bezieht sich wie aus obenstehender Abbildung hervorgelt, 
auch auf die Verhiltnisse im Ultraviolett. Auf die pflanzenphysio- 
logische Bedeutung dieses Phiinomens haben schon R. Will- 
stitter und A, Stoll hingewiesen. Es handelt sich offenbar um 
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eine zweckmibige Einrichtung im Assimilationsapparat, durch 
welche die Pflanze die gebotene Sonnenenergie im gesamten Be- 
reich des Spektrums ausniitzen kann. In derjenigen Gegend des 
Spektralbereiches, wo die Kurve der Sonnenenergie stark abfillt, 
treten 2 Banden mit besonders hohen Extinktionskoeftizienten 
(456 und 432 mu) auf, so daB auch hier noch eine praktische Aus- 
niitzung der Sonnenenergie méglich ist. Durch die Festlegung 
der Absorptionsbanden der reinen Chlorophylle erscheint das 
MaB der ZweckmiaBigkeit noch gréBer, als friiher angenommen 
worden war. Ob Chlorophyll a an keiner Stelle des Spektrums 
eine Absorptionsbande besitzt, wo Chlorophyll b absorbiert und 
umgekehrt, ist noch nicht ganz sichergestellt. Es ist méglich, dab 
die beiden fiir Chlorophyll a bei 623 und 607 mu sowie die beiden 
bei 507 und 494myu angegebenen Doppelbanden doch nur Einzel- 
banden sind. 

Zur approximativen Feststellung, aus wieviel Prozent Chloro- 
phyll a und Chlorophyll b ein Rohchlorophyll besteht, kann man 
sich der spektroskopischen Messung bedienen. Man beobachtet die 
Intensitiit der Hauptabsorptionsbanden von Chlorophyll a (663 und 
432 mu) und von Chlorophyll b (644 und 456 mu in Ather). Fiir 
ein Gemisch von 10°/, Chlorophyll a + 90°/, Chlorophyll b er- 
gibt sich dabei folgendes Bild: Am breitesten erscheint die bei 
456 my liegende, dem Chlorophyll b angehérige Bande (IIT), etwas 
weniger breit ist die dem Chlorophyll b eigene bei 644 mu liegende 
Bande (II), wesentlich schmaler als diese beiden ist die bei 432 mu 
liegende Bande von Chlorophyll a (IV), wiihrend die dem- 
selben Chlorophyll angehérende, bei 663 my liegende Bande (I) 
eben noch zu erkennen ist. Enthilt ein Gemisch 20°/, Chloro- 
phyll b und 80°/, Chlorophyll a, so erscheint die Bande I am 
breitesten, etwas weniger breit ist Bande IV, sehr viel weniger 
breit Bande III, wihrend Bande II kaum noch zu erkennen ist. 
Bei einiger Ubung 1&Bt sich das Mengenverhiltnis der beiden 
Chlorophylle sehr rasch und fast ebenso genau wie nach chro- 
matographischer Trennung und anschlieBender Colorimetrie be- 
stimmen. 

Auf Grund dieser Betrachtungsweise lift sich aus dem von 
R. Willstétter und A. Stoll fiir das Chlorophyll b angegebenen 
Spektrogramm ersehen, daB dieses Chlorophyll b etwa 15—20°/, 
Chlorophyll a enthalten haben muB. Aus den von R. Willstitter, 
A. Stoll und M. Utzinger wiedergegebenen Absorptionsspektren 
laBt sich entnehmen, da8 hier ein etwas besseres Chlorophyll b- 
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Priiparat (LO—15°/, Chlorophyll a enthaltend) vorgelegen hat, 
wiihrend das Chlorophylla durch etwas Chlorophyll b verunreinigt war, 
In folgendem Schema sind die 4 Banden: 
I Chlorophyll a 663 mu in Ather 


II Chlorophyllb . . . 644, 


ihrer Intensitét nach geordnet. Es wurden kiinstliche Gemische 


von reinem Chlorophyll a und reinem Chlorophyll b gemessen. 


Mengenverhilltnis 
der Chlorophylle 


Abnahme der Intensitiit 


Bemerkungen 
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Aus Figur 2 auf Tafel II ist ersichtlich, wie sich eine Bei- 
mengung von 15°/, Chlorophyll a bei einem Chlorophyll b-Priiparat 
auswirkt. 

Bruttoformeln der Chlorophylle. 


In Ubereinstimmung mit den Angaben von R. Willstiitter 
und A. Stoll, sowie A. Stoll und E. Wiedemann ergeben unsere 
Analysen der auf chromatographischem Wege gewonnenen Chloro- 
phyllpriiparate die Anwesenheit von 5 Sauerstoffatomen in Chloro- 
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phyll a und von 6 Sauerstoffatomen in Chlorophyll b; sauerstoff- 
reichere Formulierungen sind ausgeschlossen. Unsere Kelionstolt 
werte fiir Chlorophyll a und b liegen eher etwas hoher als die 
yon R. Willstitter und A. Stoll?), sowie A. Stoll und E. Wiede- 
mann) angegebenen. Im Mittel von 8 Bestimmungen fanden wir 
fiir Chlorophyll a 73,80°/, C und 8,12°/, H, fiir Chlorophyll b im 
Mittel von 10 Bestimmungen 72,40°/, C und 7,68°/, H. Fir 
Chlorophyll a kommen danach die Formeln C,,H,,O.N exe oder 
-H,,0,N,Mg, fiir b die Formeln 
‘0, 'N oder C,,H,,0O,N,Mg in Betracht. 


Bestimmung des Mengenverhaltnisses der Chlorophylle 
in griinen Blattern. 


M. Tswett hatte versucht, das Mengenverhiltnis von Chloro- 
phyll a zu Chlorophyll b durch Vergleich der Breite der gefiirbten 
Zonen im Chromatogramm zu bestimmen. Wir fanden, daf Chloro- 
phyll a im allgemeinen breitere Zonen bildet, als die gleiche Menge 
Chlorophyll b, so daB der bloBe Augenschein gréBere Mengen 
Chlorophyll a vortiiuscht. Hingegen lassen sich die beiden Chloro- 
phylle in kleinsten Mengen Pflanzenmaterials durch chromato- 
graphische Trennung und nachfolgende Colorimetrie sehr rasch 
quantitativ bestimmen. Es geniigen fiir eine Bestimmung 1 bis 
2 Blitter. Damit ist die Méglichkeit gegeben, in Serienversuchen 
die mit dem Komponentenverhiltnis der Chlorophylle zusammen- 
hiingenden pflanzenphysiologischen Fragen zu studieren. 

In einigen orientierenden Versuchen haben wir z. b. in jungem 
Klee fiir das Verhiltnis von Chlorophyll b: Chlorophylla einen Wert 
von 1:2,96, fiir Dorstenia turnerifolia einen solchen von 1:3,16 
und fiir Sparmannia africana einen solchen von 1:2,8 gefunden, 


Darstellung von Rohchlorophyll zur chromatographischen Trennung. 


Wir haben fiir unsere Zwecke eine Methode zur Darstellung 
von Chlorophyll ausgearbeitet, die in einigen Punkten von der 
Willstiitter-Stollschen abweicht. Die Methode beruht im Prinzip 
darauf, da® das Pflanzenmaterial vor der Extraktion der Chloro- 
phylle mit Benzin behandelt wird, wobei Fette, Sterine usw. ent- 
fernt werden, welche sonst das Ausfallen des Chlorophylls aus der 
petrolatherischen Lésung verhindern. Welche der beiden Methoden 
besser, baw. zweckmiBiger ist, liBt sich noch nicht sagen, da zu 
wenig vergleichende Untersuchungen vorliegen. Nach unserem Ver- 
fahren sind die Ausbeuten etwas kleiner als die von R. Will- 
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stitter und A. Stoll angegebenen, man kommt jedoch einfacher 
und bequemer zum Ziel, da man mit kleineren Mengen Lésungs- 
mittel arbeiten kann. Das so gewonnene Chlorophyll enthilt stets 
etwas Xanthophyll, dessen Anwesenheit bei der chromatographischen 
Weiterverarbeitung jedoch nicht stort. 

Worauf die schwerere Léslichkeit dieses Rohchlorophylls in 
Benzin gegeniiber dem nach Willstaitter und Stoll erhiiltlichen 
Produkt zuriickzufiihren ist, konnte noch nicht festgestellt werden. 


Experimenteller Teil. 
1. Praparative Darstellung von Chlorophyll a und Chlorophyll b. 


a) Darstellung des Chlorophyllgemisches aus Pflanzenmaterial. 
1 kg getrockneter Spinat wird in der Kugelmiihle zu einem mittelfeinen (!) 
Pulver gemahlen (Mahldauer 30—45 Minuten in einer Kugelmiihle von 
48 em Hohe, 15 cm Breite, 25 Kugeln zu je 450 g, 30 Umdrehungen 
pro Minute, Charge 1 kg). Die richtige KorngréBe des Materials ist mit 
ausschlaggebend fiir eine richtiggehende Extraktion. Es empfiehlt sich, einen 
Vorversuch mit 100 g Pflanzenmaterial durchzufiihren, wobei etwa 0,4 bis 
0,5 g Chlorophyll gewonnen werden sollen. Man 1iBt itiber Nacht mit 2 Liter 
Petrolither (30—50°) stehen, nutscht auf einer Steinzeugnutsche von 35 cm 
Durchmesser ab und wiischt 2mal mit je 700 cem Petrolither nach. Nun 
wird innerhalb von 30—40 Minuten 7mal mit je 1 Liter Benzin (70—80°) 
behandelt. Das Benzin flieBt hellolivgriin ab. Zur Entfernung des Benzins 
wird 2mal mit je 1 Liter Petrolither nachgewaschen. In die von Petrol- 
iither gut durchtriinkte Masse liBt man 500 ecm Methanol-Aceton 1:1 ein- 
sickern. Nach kurzem Ansaugen wird sofort mit 400 cem Petroliither nach- 
gewaschen, nochmals mit 500 ccm Methanol—Aceton 1:1 extrahiert und 2 mal 
mit je 500 cem Petrolither nachgewaschen. Zum SchluB wird scharf ab- 
gesaugt. Das Pflanzenmaterial ist kaum noch gefiirbt. 

Der tiefgriin gefiirbte Extrakt wird in einen 4 Liter-Scheidetrichter 
iibergefiihrt, mit 200 cem Wasser versetzt, durchgeschiittelt und die untere 
Schicht abgelassen. Auf diese Weise wird ein Teil des Xanthophylls ent- 
fernt. Man wiischt nun mehrmals mit Wasser aus, ohne umzuschiitteln (Ein- 
flieBenlassen am Rande). Dabei scheidet sich in der Regel noch etwas 
Xanthophyll in der Zwischenschicht ab, von dem abgetrennt wird. Je nach 
dem Pflanzenmaterial und der Vorextraktion fillt das Chlorophyll friiher 
oder spiiter aus, wobei die Liésung ihre Fluorescenz verliert und eine grau- 
griine Farbe annimmt. 

Die petrolitherische Suspension wird zentrifugiert, der Riickstand 
2mal in Petrolither aufgeschwemmt und wieder zentrifugiert. Man lost in 
wenig peroxydfreiem Ather auf, filtriért durch ein Faltenfilter und verjagt 
den Ather im Vakuum. Ausbeute 4,8 g. Das so gewonnene Chlorophyll 
ist schwerer léslich in Benzin als das nach Willstitter und Stoll dar- 
gestellte. Bei richtigem Arbeiten enthilt es nicht sehr viel Xanthophyll 
und nur Spuren einer im Chromatogramm (Zucker) grau aussehenden Bei- 
mengung. Anstatt das Zentrifugat mit Ather herauszulésen, kann man auch 
mit kaltem Methanol behandeln, wobei der gré8te Teil des Chlorophylls 
ungeldst bleibt. Durch die Methanolbehandlung wird der gréBte Teil des 
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Xanthophylls entfernt. Beim starken Abkiihlen (Absaugen am Vakuum) 
scheidet sich aus der Methanollésung eine weitere Fraktion Chlorophyll 
aus. Fir die so gewonnenen Priiparate wurden folgende Analysenzahlen 


gefunden: 
C 71,34 H7,93 N 5,56 OCH, 3,48. 

b) Adsorptionsmittel. Das beste und billigste Adsorptionsmittel fiir 
die Darstellung der Chlorophylle ist Puderzucker. Die Aktivitiét des Puder- 
zuckers schwankt etwas. Wir hatten 2 Qualititen in Hiinden, von denen 
eine deutlich schwiicher adsorbierte als Milchzucker, wiihrend die andere 
eher aktiver war als Milchzucker. Die Unterschiede in der Aktivitiit sind 
entweder auf verschiedenen Wassergehalt oder verschiedene KorngréBe zu- 
riickzufiihren. AuBer verschiedenen Zuckerarten haben wir noch Stiirke als 
Adsorptionsmittel gepriift; diese erweist sich als ganz ungeeignet, ebenso 
auch Aluminiumoxyd, Calciumcarbonat, Natriumsulfat usw., an denen die 
Chlorophylle sehr rasch zerstért werden. Recht gut lassen sich Gemische 
yon Puderzucker-Taleum (6:1) verwenden. 

c) Lésungsmittel. Als zweckmiBiges Lésungsmittel fiir Chlorophyll 
erwies sich ein Gemisch von Benzin (70°) und thiophenfreiem Benzol. Das 
Mengenverhiltnis der beiden hiingt von der Aktivitit des Adsorbens ab und 
ist im Vorversuch zu ermitteln. 

d) Fillung des Adsorptionsrohres. 3 kg Puderzucker werden 
durch ein feinmaschiges Sieb gegeben und in mehreren Portionen mit Benzin 
zu einem diinnen Brei verriihrt. Dieser Brei wird in kleinen Anteilen in 
einen hohen schmalen Perkolator (85 em Héhe, Durchmeser oben 12 cm, 
unten 7 em) eingegossen, der unten mit Watte, einem Drahtnetz und einem 
Filtrierpapier abgeschlossen ist, und der durch eine Saugflasche mit zwei 
gut wirkenden Wasserstrahlpumpen verbunden ist. Man saugt den Zucker 
anfiinglich unter miBigem, dann unter stiirkerem Vakuum an. Auf jede 
Portion des Breies wird reichlich Benzin gegeben, und die Masse glatt 
geriihrt. Die Oberfliiche des Adsorbens muB stets mit Liésungsmittel bedeckt 
sein. Diese Operation beansprucht etwa 2—3 Stunden, dann ist der Zucker 
so fest angesaugt, daB er wihrend der Adsorption nur noch wenig zu- 
sammensinkt. 

e) Adsorption der Chlorophylle.*) 3 g Chlorophyllgemisch werden 
in 100 cem Benzol (thiophenfrei, pro analysi Merck) gelést und mit Benzin 
auf ein Volumen von 1500 cem gebracht. Nachdem auf die Adsorptions- 
siule einmal 200 cem eines Benzin-—Benzol-Gemisches 14:1 gebracht wurde, 
wird die Chlorophyllésung darauf gegeben. Ist diese fast eingesaugt, so 
werden etwa 150 ecem Benzin-Benzol 14:1 nachgegeben, dann wird mit 
Benzin das Chromatogramm etwas weiterentwickelt und sechlieBlich wird 
mit Petroliither nachgewaschen, um die héher siedenden Lésungsmittel 
mdglichst zu entfernen. Die Sdule wird so gut wie méglich trocken gesaugt. 
Die ganze Operation nimmt etwa 1—11/, Stunden in Anspruch. 

- f) Elution und Isolierung der Chlorophyll-Komponenten, 
Eine quantitative Trennung der Chlorophylle laBt sich bei Verwendung 
gréBerer Mengen nicht erzielen. Die Zuckersiiule wird durch Abheben mit 


*) Fiir unsere Vorversuche beniitzten wir Chlorophyllpriiparate der 
Firma Sandoz, Basel. Herrn Prof. Dr. A. Stoll danken wir auch an dieser 
Stelle fiir die Uberlassung dieser Chlorophyllpriparate. 
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einer kleinen Schaufel in drei Teile zerlegt, von denen die oberste Schicht 
Chlorophyll b, die mittlere ein Gemisch der beiden Chlorophylle und die 
unterste reines Chlorophyll a enthilt. Ist das zur Adsorption verwandte 
Chlorophyll nicht ganz rein, so findet sich unter der Chlorophyll a-Zone 
eine graue Schicht, wenn Xanthophyll vorhanden war, eine gelbe Zone. 
Kleine Mengen Xanthophyll haben wir noch in nach Willstatter und 
Stoll dargestelltem reinem Chlorophyll a gefunden. 

Jede dieser Schichten wird mit etwa 1 Liter eines Gemisches yon 
peroxydfreiem Ather-Aceton 1:1 gut verriihrt, auf einer groBen Nutsche 
abgesaugt und mit dem gleichen Lésungsmittelgemisch gewaschen, bis der 
Zucker praktisch weiB erscheint. Das Aceton wird im Scheidetrichter durch 
vorsichtiges Waschen mit Wasser (nicht schiitteln, nur umschwenken) so 
gut wie mdglich entfernt, die aitherischen Lésungen durch ein mit wenig 
Natriumsulfat beschicktes Faltenfilter filtriert, und die Filtrate bei 25° im 
Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird in wenig Ather aut- 
genommen, nochmals filtriert, im Vakuum auf ein kleines Volumen gebracht, 
und das Chlorophyll durch Zugabe von Petrolither ausgefillt. Nach einiger 
Zeit wird die Suspension zentrifugiert, die tiberstehende Lésung abgegossen 
und der Riickstand wieder in wenig Ather aufgenommen. Diese Lisung 
wird im Vakuum zur Trockne verdampft, und der Kolben lingere Zeit 
evakuiert. Das so gewonnene Chlorophyll libt sich mittels eines Spatels 
gut aus dem Kolben herauskratzen. 

Aus 3 g Chlorophyllgemisch (60°/, a, 40°/, b) erhielten wir im besten 
Fall 700 mg reines Chlorophyll a, 1300 mg Chlorophyll b mit einem Gebhalt 
von etwa 10°/, Chlorophyll a. Mischzone 300 mg. 

g) Reindarstellung von Chlorophyllb aus 90°,igem Material. 
200 mg Substanz werden in 15 ccm Benzol gelést und mit Benzin (70°) auf 
150 cem aufgefiillt. Man adsorbiert in einem, wie oben beschriebenen, mit 
Zucker beschickten Rohr von 12 em Héhe und 5,5 em Durchmesser. Es 
wird mehrfach mit Benzin-Benzol-Gemisch 14:1 nachgewaschen, am Schlub 
mit Petrolither und dann trocken gesaugt. Von diesen Adsorptionen wird 
jeweils nur die Zone, die das Chlorophyll b enthilt, verarbeitet, und zwar 
werden Elution und Isolierung in gleicher Weise, wie oben angegeben, aus- 
gefiihrt. Zur weiteren Reinigung werden die Priiparate von 4—5 Adsorp- 
tionen vereinigt, in wenig Ather gelist und mit Petrolither gefillt. Das 
Abtrennen des Niederschlages von der Mutterlauge geschieht immer durch 
Zentrifugieren, da das Chlorophyll im allgemeinen zum Abnutschen zu fein- 
kérnig ist. Nach 2—3 maligem Unmfiillen ist das Chlorophyll b rein. Zur 
Analyse wird im Hochvakuum bei 30° getrocknet (etwa 4 Stunden). Auber 
den Analysenzahlen wird der Absorptionskoeffizient der bei 456 my liegenden 
Bande zur Beurteilung des Reinheitsgrades herangezogen. Bei unseren 
reinsten Priiparaten war = 350—360. 10°. 


h) Trennung der Phiophytine. Ebenso wie die Chlorophylle 
lassen sich auch die Umwandlungsprodukte derselben mit Hilfe der chro- 
matographischen Adsorptionsanalyse voneinander trennen. 

Die Phiophytine werden von Zucker nicht so stark adsorbiert wie 
die Chlorophylle, Wahrscheinlich sind Mischungen von Adsorptionsmitteln, 
wie Zucker-Taleum usw., fiir die Trennung der Chlorophyllderivate geeig- 
neter als reiner Zucker. 


t 
i 
; 
| 
i 
i 


Schicht 
ind die 
wandte 
a-Zone 
» Zone, 
und 


Von 
‘utsche 
vis der 
durch 
en) so 
wenig 
25° im 
auf- 
yracht, 
iniger 
zossen 
sung 
e Zeit 
patels 


besten 
rehalt 


erial, 
auf 
n, mit 
Be 
chlub 
wird 
zwar 
aus- 
sorp- 
Das 
lurch 
fein- 

Zur 
uber 
nden 
seren 


hylle 
chro- 


wie 
teln, 
eeig- 


Fraktionierung und Reindarstellung organischer Substanzen usw. 975 


Elementaranalysen verschiedener Priiparate 
der Chlorophylle a und b.*) 


Chlorophyll a % N %, CH,0- °/, Mg 
Ber. 73,91 8,13 6,26 3,46 2,72 


8,34 6,26 8,46 2,72 
Gef. 73,93 7,99 6,29 2,50 

74,24 8,16 6,11 2,34 

13,77 8,09 6,31 8,75 2,43 

73,80 8,35 6,21 2,56 

73,20 8,07 6,30 3,45 2,70 

73,30 8,03 6,28 3,41 2,85 

74,24 8,10 6,37 2,94 

73,97 8,19 2,78 

Im Mittel: 73,81 8,12 6,29 3,53 2,64 


Chlorophyll b 
Ber. 172,77 7,78 6,16 3,41 2,68 


C,,H,,0,N,Mg » 12,61 7,99 6,16 3,41 2,68 
C,,H,,0,N,Mg 12,45 8,19 6,16 3,41 2,68 
Gef. 72,36 7,99 5,58 3,31 

72,07 7,87 5,71 3,03 

72,41 7,58 5,78 2,83 3,10 

72,48 7,65 5,88 3,04 

72,17 7,65 5,76 3,01 2,88 

72,37 7,42 5,98 3,14 2,71 

72,17 7,66 6,13 3,42 2,77 

72,38 7,73 5,99 3,13 2,79 

72,86 7,71 6,37 3,14 

72,71 7,54 6,42 2,97 

Im Mittel: 72,40 7,68 5,95 3,11 2,97 


*) Die Belegzahlen finden sich in unserem Institutsjournal 22 unter N. 38, 53. 


200 mg Phiophytingemisch werden in 2 cem Benzol in der Wiirme 
gelist und mit Benzin auf 150 cem aufgefiillt. Die Adsorption erfolgt wie 
beim Chlorophyll, nur wird mit reinem Benzin nachgewaschen, am SchluB 
ebenfalls mit Petroliither. Die Komponente b befindet sich in der oberen 
gelb- bis olivfarbenen Zone, die untere, die das Phiiophytin a enthiilt, ist 
grau gefiirbt. Die Elution wird, wie bei Chlorophyll beschrieben, durch- 
gefiihrt. Zur Reinigung lassen sich die Phiophytine aus heiBem Alkohol 
umfiillen. Sollten nach der ersten Adsorption im Phiophytin b noch Spuren 
der Komponente a spektroskopisch nachweisbar sein, so sind diese durch 
nochmalige Adsorption zu entfernen. 

2. Bestimmung des Mengenverhaltnisses der Chlorophylle in 
grinen Blattern. Zur quantitativen Bestimmung der Chlorophyllkompo- 
nenten in kleinen Mengen Pflanzenmaterial verfahren wir folgendermaBen: 

1—2 Blatter werden mit einem diinnen Draht umwunden und in 
fliissigem Stickstoff ausgefroren. Man zerreibt so rasch wie mdglich mit 
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einem groBen Pistill in einer Reibschale von etwa 12cm Durchmesser, Zuy 
Extraktion der Farbstoffe wird mit 25 ccm eines Gemisches Benzin (70°)- 
Benzol 9:1 unter Zusatz von 8 ccm Methanol angeriihrt, auf eine Nutsche 


_gebracht und mit der gleichen Menge Liésungsmittelgemisch nachgewaschen, 


Bei richtigem Arbeiten bleibt ein vollkommen weiBer Riickstand auf der 
Nutsche. Durch vorsichtigen Zusatz von Wasser (nicht schiitteln) wird das 
Methanol im Scheidetrichter quantitativ ausgewaschen, und die Farbstoff- 
lésung zur Entfernung von Spuren Wasser durch ein trockenes Faltenfilter 
filtriert. 

Die Adsorption wird in einem Rohr von 10em Héhe und 1 em Dureh- 
messer unter Verwendung von Puderzucker als Adsorptionsmittel durch- 
gefiihrt. Ist die Farbstofflésung bis auf einen kleinen Rest eingesickert, 
so wird, je nach der Geschwindigkeit des Abwirtswanderns der Zonen, 
mit Gemischen von Benzin-Benzol 4:1, 9:1 oder 19:1 nachgewaschen. 
Die benzolreichen Lésungsmittelgemische waschen stiirker aus. Eine zu 
rasche Entwicklung des Chromatogramms (Ausbildung breiter, verwaschener 
Zonen) 1aéBt sich durch AufgieBen yon Petroliither (30—50°) abbremsen. 

Carotin liuft sehr rasch durch und kann im Filtrat colorimetrisch 
bestimmt werden. Xanthophyll wird wesentlich stiirker festgehalten als 
Carotin, doch eilt es dem Chlorophyll a weit voraus. Um das Xanthophy!l 
festhalten zu kénnen, gibt man in den untersten Teil des Rohres scharf 
getrocknetes Calciumcarbonat. Soll auch Carotin im Rohr haften bleiben, 
so wird unter die Calciumcarbonatschicht eine entsprechende Aluminium- 
oxydschicht gegeben. 

Zur Entfernung von Benzin und Benzol aus dem Chromatogramm wird 
mit Petrolither nachgewaschen und im CO,-Strom trocken gesaugt. Die 
Adsorptionssiule wird mittels eines passenden Stabes aus dem Rohr ge- 
schoben, und die Farbstoffe der einzelnen Zonen mit Ather unter Zusatz 
von etwas Methanol eluiert. Man bringt die Eluate nach dem Auswaschen 
des Methanols auf ein bestimmtes Volumen (etwa 15 cem), miBt die Extink- 
tionskoeffizienten im Stufenphotometer und berechnet daraus das Mengen- 
verhiltnis der Chlorophyllkomponenten. Die das Chlorophyll b enthaltende 
Lésung wird spektroskopisch auf einen etwaigen Gehalt an geringen Mengen 
Chlorophyll a gepriift, welecher dann bei der Berechnung von Chlorophy!! b 
abgezogen und der Menge Chlorophyll a zugezihlt wird. Die Messungen 
im Stufenphotometer werden unter Verwendung des Filters $43 nach vor- 
heriger Eichung mit reinen Chlorophyll a- und Chlorophyll b-Lésungen 
vorgenommen. 

Nach dieser Methode fanden wir in jungem Klee das Verhiiltnis von 
Chlorophyll b: Chlorophyll a = 1: 2,96; in Dorstenia turnerifolia 1:3,16 und 
in Sparmannia africana 1: 2,8. 


Zusammenfassung. 


1. Unter Verwendung von Zucker als Adsorptionsmittel lassen 
sich die Chlorophylle a und b aus einem Rohchlorophyll nach 
dem Prinzip der chromatographischen Adsorptionsanalyse pri- 
parativ darstellen. 
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2. Die friiher in der Literatur fiir die beiden Chlorophylle 
angegebenen Absorptionsbanden sind durch die an reinen Pripa- 
raten beobachteten zu ersetzen. 

3. Als MaB der Reinheit von Chlorophyll-priparaten wird 
man zweckmiBig die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten 
heranziehen. 

4, Die Adsorptionsmethode eignet sich auch zur Trennung 
yon Chlorophyll-abkémmlingen, sie gestattet den Nachweis kleinster 
Mengen Verunreinigungen in Chlorophyll-priiparaten. 

5. Die chromatographische Methode eignet sich zur quanti- 
tativen Bestimmung der Chlorophyll-komponenten in kleinsten 
Mengen Pflanzenmaterial. 


Frl.U.Khrenberg danken wir fiir ihre Mitarbeit, insbesondere 
fir die Ausarbeitung der Darstellungsmethode fiir Chlorophyll. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sind wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten in Form eines 
Stipendiums zu groBem Dank verpflichtet. 
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Nachtrag zur Arbeit iiber die Oxydation der Milchsiure 
und der /-Oxybuttersiure durch den Herzmuskel. 


Von 


I. Banga, K. Laki und A. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie, Universitét Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1933.) 


In unserer friiheren Arbeit) haben wir angegeben, dat 
gewaschener Herzmuskel bei Zugabe von Ko-Ferment und /-Oxy- 
buttersiure Methylenblau entfirbt und Sauerstoff verbraucht. Als 
Substrat wurde in diesen Versuchen Kahlbaums Priparat ver- 
wendet. Seither haben wir die Versuche mit gewaschenem Tauben- 
brustmuskel mit demselben Resultat oft wiederholt. 

Herr C.G. Holmberg, dem wir unser Ko-Ferment zur Ver- 
fiigung stellten, teilte uns mit, dab in seinen Versuchen die /- 
Oxybuttersiure als Wasserstofi-Donator inaktiv war. Um _ hier- 
iiber Klarheit zu erhalten wurde die Siure im Hochvakuum un- 
destilliert. Das Destillat erstarrte zu einem krystallinischen Brei. 
Aus diesem wurde das Na-Salz hergestellt und aus absolutem 
Alkohol krystallisiert. Das so gewonnene Salz war inaktiv, so 
dab wir schlieBen miissen, durch gewaschenen Muskel #-Oxy- 
buttersiiure nicht unter Dehydrierung angegriffen wird und unser 
obiges Resultat durch Verunreinigungen vorgetiuscht war. 

In derselben Arbeit wurde zur Bestimmung der Brenztrauben- 
siiure ,die Casesche Methode“ verwendet. Die Methode war 
eigentlich die Neuberg-Kobelsche Methode in ihrer Caseschen 


Abwandlung. 


1) Diese Z. 217, 43 (1933). 
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‘u ,Alfred Winterstein und Gertrud Stein, Fraktionierung und 
Reindarstellung organischer Substanzen nach dem Prinzip der chromato- 
graphischen Adsorptionsanalyse. II. Mitteilung: Chlorophylle“. 
(Seite 263.) 
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